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β-Glucosidases not only hydrolyze of β-glucosidic linkage, but some also catalyze reverse 

hydrolysis and transglucosylation. Dalcochinase (Thai rosewood β-glucosidase) was better for reverse 
hydrolysis, but poorer for transglucosylation, when compared with linamarase (cassava β-glucosidase). Both 
enzymes also exhibit specificities for their natural substrates (dalcochinin glucoside and linamarin, 
respectively). So they show differences in catalytic properties and substrate preferences, despite sharing 70% 
amino acid sequence identity. This research aims to identify key amino acid residues for function of  β-
glucosidases, using dalcochinase and linamarase as models. Amino acid residues in the aglycone binding 
pocket of dalcochinase were replaced with the corresponding residues of linamarase (M195V, H253F, N323Q 
and K402Y). Mutant enzymes were expressed in Pichia pastoris and purified. All mutants appeared similar to 
wild-type recombinant dalcochinase as judged by SDS-PAGE, western blot and activity staining on non-
denaturing PAGE. Kinetic studies of all mutants, compared with recombinant wild-type dalcochinase, showed 
a decrease in Km of M195V, N323Q and K402Y for hydrolysis of dalcochinin glucoside but the same Km of 
H253F. Km of all mutants decreased for hydroysis of para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside. No mutant 
could hydrolyze linamarin. From transglucosylation reaction studies, all mutants could use some primary and 
secondary alcohols as glucosyl acceptors better than wild-type natural and recombinant dalcochinase. M195V 
could transfer glucose to iso-propanol. H253F and N323Q could transfer glucose to methanol, n-butanol, iso-
butanol and iso-propanol. K402Y could transfer glucose to n-butanol, iso-butanol and iso-propanol. Still, 
none of them could use tertiary alcohol as glucosyl acceptor. So, all mutations selected in this project are 
important for catalyzing substrate hydrolysis and transglucosylation since they could alter enzyme properties. 
It is possible that mutation at only 1 position is not enough to generate dalcochinase mutant that can hydrolyze 
linamarin and use tertiary alcochols as glucosyl acceptor. So, if mutations are made at more than 1 position, 
the resulting dalcochinase mutant may be able to hydrolyze linamarin and transfer glucose to primary, 
secondary and tertiary alcohols.  
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 (2)

สารบัญตาราง 
ตารางที่  หนา 
   

1 ไพรเมอรที่ใชในการทําการกลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะ  25 
2 ไพรเมอร  และอุณหภูมิ annealing ที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อ

คัดเลือกโคโลนีที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 27 
3 ปริมาณสารที่ใชในการทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมด

เจล 36 
4 ปริมาณสารที่ใชทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอนดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมด

เจล 37 
5 โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพนัธุ M195V ตอ 

pNP-Glc 48 
6 โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพนัธุ H253F ตอ  

pNP-Glc 49 
7 โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพนัธุ N323Q ตอ 

pNP-Glc 49 
8 โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพนัธุ K402Y ตอ 

pNP-Glc 50 
9 ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V ตอ

ปริมาตร culture 1 ลิตร 51 
10 ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ตอ 

ปริมาตร culture 1 ลิตร 51 
11 ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N3213Q ตอ

ปริมาตร culture 1 ลิตร 52 
12 ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ตอ 

ปริมาตร culture1 ลิตร 52 
13 คาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมทุกชนิดในการสลาย pNP-Glc 57 



 
   

 (3)

 

สารบัญตาราง (ตอ) 
ตารางที่  หนา 
   

14 คาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมทุกชนิดในการสลายดลัโคชินินกลูโคไซด 57 
15 ปริมาณ % alkyl glucoside ทีเ่กิดขึ้นในปฏกิิริยาการยายหมูกลูโคส 62 



 
   

 (4)

สารบัญภาพ 
ภาพที ่  หนา 
   

1 โครงสรางสามมิติของเอนไซม white clover cyanogenic β-glucosidase 
(1CBG) 6 

2 (a) โครงสรางของ Dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside  และ (b) โครงสราง  
โรทีโนน 7 

3 cyanogenic glucoside (a) ลินามาริน  (b) โลตัสตราลิน 9 
4 ปฏิกิริยาไซยาโนจีเนซิส 9 
5 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบ (a) inversion (b) retention 10 
6 การเกิดปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 12 
7 กลไกการสลายเมทานอลใน P. pastoris   14 
8 พลาสมิด pPICZ A,B,C  และ pPICZαA,B,C 15 
9 โครงสรางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มียีนดัลโคชิเนส 17 
10 (a) daidzein  (b) genistein  และ (c) สารประกอบ isoflavonoid  18 
11 วัคซีนปองกันโรคลิชมาเนีย 19 
12 ปฏิกิริยาการสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดที่เรงโดยเอนไซมไกลโคซิเดส 20 
13 พลาสมิด pPICZ-His8-trunc TRBG 21 
14 ตําแหนง forward primer  และ screening primer  29 
15 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางดัลโคชิเนส (TRglu)  และลินามาเรส 

(CVLM)  38 
16 โครงสรางเอนไซมดัลโคชิเนส  และตําแหนง M195  H253  N323  และ 

K402 ในชองจับอะไกลโคนที่จะทําการกลายพันธุ 39 
17 โครงสรางกรดอะมิโนเมไทโอนีน  และเวลนี 39 
18 โครงสรางกรดอะมิโนฮิสตดิีน  และเฟนิลอะลานีน 40 
19 โครงสรางกรดอะมิโนแอสปาราจีน  และกลูตามีน 41 
20 โครงสรางกรดอะมิโนไลซนี  และไทโรซนี 41 

   
 
 



 
   

 (5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
ภาพที ่  หนา 
   

21 1% agarose gel electrophorisis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําพีซีอารของ 
พลาสมิดจากโคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายโอนยีนดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ M195V 42 

22 1% agarose gel electrophorisis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําพีซีอารของ 
พลาสมิดจากโคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายโอนยีนดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ H253F 43 

23 1% agarose gel electrophorisis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําพีซีอารของ 
พลาสมิดจากโคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายโอนยีนดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ N323Q 43 

24 1% agarose gel electrophorisis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําพีซีอารของ 
พลาสมิดจากโคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายโอนยีนดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ K402Y 44 

25 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนี         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 45 

26 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนี         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 45 

27 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนี         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 46 

28 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนี         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 46 

29 การวิเคราะหโปรตีนของเอนไซมแตละชนดิที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  
ดวยวิธี Western blot (a) อิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมด   
เจลซึ่งยอมดวย Coomassie brilliant blue  และ (b) Western blot 55 

   
 



 
   

 (6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
ภาพที ่  หนา 
   

30 การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมแตละชนิด  ดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสแบบ
นอนดีแนชเชอริงอะคริลาไมดเจล (a) ยอมดวย 4 MU-Glc  (b) ยอมดวย 
Coomassie brilliant blue 56 

 
ภาพผนวกที ่
 

ก1 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการหากจิกรรมเอนไซมใน culture media  และ
ในการทําบริสุทธิ์ 74 

ก2 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชสําหรับหาปริมาณเอนไซมการศึกษาทางดาน
จลนพลศาสตรและปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 75 

ก3 กราฟปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ใชทําปฏิกริิยากับ pNP-Glc กับ
กิจกรรมเอนไซม 76 

ก4 กราฟปริมาณเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc 
กับกิจกรรมเอนไซม 76 

ก5 กราฟปริมาณเอนไซม M195V ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม
เอนไซม 77 

ก6 กราฟปริมาณเอนไซม H253F ที่ใชทําปฏิกริิยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม
เอนไซม 77 

ก7 กราฟปริมาณเอนไซม N323Q ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม
เอนไซม 78 

ก8 กราฟปริมาณเอนไซม K402Y ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม
เอนไซม 78 

ก9 กราฟปริมาณเอนไซมลินามารินที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกจิกรรม
เอนไซม 79 

   
 
 
 



 
   

 (7)

สารบัญภาพ (ตอ) 
ภาพผนวกที ่  หนา 

   
ก10 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเขมขน              

0-25 µg/ml 80 
ก11 กราฟมาตรฐานกลูโคส 81 
ฉ1 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอสับสเตรท      

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 111 
ฉ2 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 111 
ฉ3 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 112 
ฉ4 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 112 
ฉ5 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 113 
ฉ6 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 113 
ฉ7 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมลินามารินตอสับสเตรท pNP-Glc 

ตามสมการของ Michaelis-Menten 114 
ฉ8 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท      

ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 114 
ฉ9 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท 

ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 115 
ฉ10 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท

ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 115 
ฉ11 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท

ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 116 
 
 
 



 
   

 (8)

 
สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพผนวกที ่  หนา 
   

ฉ12 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสตอสับสเตรทลินามาริน
ตามสมการของ Michaelis-Menten 116 

ฉ13 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท  
ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 117 

ฉ14 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท   
ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 117 

ฉ15 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท   
ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 118 

ฉ16 กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท   
ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 118 

ช1 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M methanol เปนตัวรับน้ําตาล   120 
ช2 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M ethanol เปนตัวรับน้ําตาล   120 
ช3 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-propanol เปนตัวรับน้ําตาล   121 
ช4 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-butanol เปนตัวรับน้ําตาล   121 
ช5 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M iso-butanol เปนตัวรับน้ําตาล   122 
ช6 ผลการวเิคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M iso-propanol เปนตัวรับน้ําตาล   122 
ช7 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M sec-butanol เปนตัวรับน้ําตาล   123 
ช8 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M tert-butanol เปนตัวรับน้ําตาล 123 

 



 
   

 (9)

คําอธิบายอักษรยอ 
 

AOX = Alcohol Oxidase 
CVLM = Linamarase 
DHAS = Dihydroxyacetone Synthase 
4 MU-Glc = 4-Methylumbelliferyl-β-D-Glucopyranoside 
pNP = para-Nitrophenol 
pNP-Glc = para-Nitrophenyl-β-D-Glucopyranoside 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
TLC = Thin-Layer Chromatography 
TRglu = Dalcochinase 
 



 
 

การกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะในชองจับอะไกลโคนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
พะยูง 

 
Site-directed Mutagenesis in the Aglycone Binding Pocket of Thai Rosewood 

Beta-Glucosidase 
 

คํานํา 
 

 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) (E.C. 3.2.1.21) ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการสลาย 

(hydrolysis) พนัธะเบตา-กลูโคซิดิค (β-glucosidic bond) ที่เชื่อมระหวางกลูโคสกับน้ําตาล  หรือ
ระหวางกลูโคสกับหมูที่ไมใชน้ําตาล (aglycone)  เอนไซมนี้พบไดทัว่ไปในพืช  สัตว  รา  และ
แบคทีเรีย  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสแตละ subunit มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 55-65 kD  มีพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํางานประมาณ 5-6  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มาจากแหลงตางกนัจะมี
ความจําเพาะตอไกลโคน (glycone) คลายคลึงกัน  แตตางกันที่ความจําเพาะตออะไกลโคน 
(aglycone) (Esen, 1993)  ซ่ึงเปนการบงชี้ความหลากหลายของหนาที่ทางชีวภาพของเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดส   

 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่พบในพืชมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการมากมาย  เชน  การ

เจริญเติบโตของพืช  การปองกันโรค  และศัตรูพืช  โดยการปลอยอะไกลโคนที่เปนพษิจาก
สารประกอบกลูโคไซด (เชน  hydroxamic acid, coumarins, thiocyanates, terpenes, saponins  และ 
cyanide เปนตน)  (Cicek and Esen, 1999)  กระบวนการไซยาโนจีเนซิส (cyanogenesis) ที่พบใน
พืชมากกวา 3,000 ชนิด  เปนกระบวนการสลายสารประกอบไซยาโนจนีิคกลูโคไซด (cyanogenic 
glucosides)  ใหกลายเปนไฮโดรเจนไซยาไนด (HCN) ซ่ึงถูกเรงโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  
กระบวนการนี้เกิดขึน้หลังจากที่เซลล  หรือเนื้อเยื่อพืชไดรับความเสียหายจากการตดิเชื้อจาก
เชื้อจุลินทรีย  หรือการเขาทําลายของศัตรูพืชตางๆ  ซ่ึงไฮโดรเจนไซยาไนดจะไปยับยั้งการเขา
ทําลายของจุลินทรียที่บริเวณนั้น  และไฮโดรเจนไซยาไนดยังมพีิษตอมนุษยและสัตวอีกดวย  ดังนัน้
จึงไดมีการพยายามศึกษาเพือ่ลดความเปนพิษจากผลิตภณัฑที่ไดจากปฏิกิริยานี้  โดยใชเทคนิคทาง
พันธุวิศวกรรม  นอกจากนี้เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสยังเกี่ยวของกับการกระตุนการทาํงานของ
ฮอรโมนพืชอีกดวย  โดยการเรงปฏิกิริยาการสลายฮอรโมนพืชที่อยูในรูปของสารประกอบ           
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กลูโคไซดใหอยูในรูปฮอรโมนพืชอิสระ  เชน  abcissic acids, ออกซิน (auxin), ไซโตไคนิน 
(cytochinin)  และจิบเบอเรลลิน (gibberellins) เปนตน (Opassiri et al., 2003) 

 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่พบในสัตวเล้ียงลูกดวยนม  เรียกอีกชื่อหนึง่วา                        

กลูโคซีรีโบรซิเดส (glucocerebrosidase)  ซ่ึงมีสับสเตรทธรรมชาติคือ  สปงโกซิลกลูโคไซด 
(sphingosylglucosides)  และกลูโคซิลซีราไมด (glucosylceramide)  หากรางกายขาดเอนไซมชนิดนี้
จะทําใหเกดิการสะสมของสารทั้งสองชนิดนี้  ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหเกิดโรค Gaucher  ซ่ึงเปนโรคทาง
พันธุกรรม  ผูปวยที่เปนโรคนี้จะมีอาการโลหิตจาง  เหนือ่ยงาย  ฟกช้ํางาย  และมแีนวโนมที่จะมี
เลือดไหลไมหยุดเมื่อเกิดบาดแผล  บางทีอาจมีอาการตับและตับออนโตรวมดวย  การรักษาโรคนี้ใน
สมัยกอนจะใชเอนไซมกลูโคซีรีโบรซิเดสที่สกัดไดจากรกของมนุษยฉีดใหแกผูปวยโดยตรง  ซ่ึง
การรักษาแบบนี้มีราคาคอนขางแพง  ปจจบุันไดนําวิธีการรักษาแบบยนีเทอราป (gene  therapy) มา
ใชแทนการรักษาแบบดั่งเดิม (Esen, 1993)    

 
สวนในสิ่งมีชีวิตจําพวกเห็ด  รา  และแบคทีเรีย  มีเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสซึ่งอยูในกลุม

ของเอนไซมเซลลูเลสคอมเพล็กซ (cellulase complex) ทําหนาที่เรงการสลายเซลลูโลสไปเปน
กลูโคส  ซ่ึงกลูโคสที่ไดสามารถนําไปใชเปนสับเสตรทในกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) 
ในสิ่งมีชีวิต  และเปนวตัถุดิบในกระบวนการอุตสาหกรรม  เชนอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร
ประเภทคารโบไฮเดรต  อุตสาหกรรมการผลิตเชื้อเพลิงจากแอลกอฮอล  และผลิตภัณฑอ่ืนๆ  ซ่ึง
เอนไซมเซลลูเลสคอมเพล็กซนี้ประกอบดวยเอนไซมทั้งหมด 3 ชนิด ไดแก เอน็โด-1,4-กลูแคนเนส 
(endo-1,4-glucanase), เอ็กโซ-เบตา-1,4-กลูแคนเนส (exo-β-1,4-glucanase)  และเบตา-กลูโคซิเดส  
ซ่ึงเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสนี้เองที่เปนเปาหมายสําหรับการดัดแปลงทางพันธุวิศวกรรมในการ
ปรับปรุงคุณภาพใหไดเอนไซมที่ดีสําหรับใชในการเปลี่ยนเซลลูโลสใหเปนกลูโคสปริมาณมากเพือ่
ใชในระดับอุตสาหกรรม (Esen, 1993)   
 

ปจจุบันไดมีการศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อนํามาใชประโยชนในกระบวนการทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ  เชน  การนํามาใชในการกําจัดสารพษิ  การผลิตเอธานอล  เปนตน (Mizutani et 
al., 2002)  สําหรับเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส (cyanogenic β-D-glucosidase)  หรือที่
เรียกอีกชื่อหนึง่วาลินามาเรส (linamarase) ที่พบในมันสําปะหลัง (Manihot  esculenta Crantz)  
สามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (transglucosylation)  โดยการยายกลูโคสจาก para-
nitrophenyl-β-D-glucoside ( pNP-Glc) ไปยังแอลกอฮอลปฐมภูมิ  ทุตตยิภูมิ  และตตยิภูมิไดดี  และ
เรงปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse  hydrolysis) ไดนอย (Svasti et al., 2003)  ในทางตรงกันขาม
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เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre)  หรือเรียกอีกชื่อหนึ่ง
วาดัลโคชิเนส (dalcochinase)  ซ่ึงมีสมบัติเปนไดทั้งเบตา-กลูโคซิเดส  และเบตา-ฟวโคซิเดส        
(β-fucosidase) (Srisomsap et al., 1996)  สามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลายเพื่อสังเคราะห             
โอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) ไดดี (Svasti et al., 1999)  แตสามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคสของแอลกอฮอลใหไดอัลคิลกลูโคไซดไดนอย (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000) 

 
แมวาเอนไซมดัลโคชิเนส  และลินามาเรสมีความคลายคลึงกันถึง 70%  แตเอนไซมทัง้สอง

ตัวนี้มีความจําเพาะตอสับสเตรทตางกัน  โดยที่ดัลโคชิเนสสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย              
ดัลโคชินินกลูโคไซด (dalcochinin glucoside) ซ่ึงเปนสับเสตรทธรรมชาติของมันไดด ี ในขณะที่
เรงปฏิกิริยาการสลายลินามารินไดนอย (คิดเปน 184%  และ <2% เมื่อเทียบกับการสลาย pNP-Glc)  
และในทํานองเดียวกันเอนไซมลินามาเรสสามารถเรงการสลายลินามารินซึ่งเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติของมันไดดี  แตสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดนอย (Svasti et al., 1999)  ดังนั้นผูวจิัยจึง
สนใจที่จะศึกษาสมบัติความจําเพาะตอสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส  โดยทํา
การเปลี่ยนลําดับเบสบางตัวที่คาดวานาจะมีสวนเกีย่วของกับปฏิกิริยาดงักลาวในบริเวณที่จับกับ   
อะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  และคาดวาจะสามารถทราบกรดอะมิโนที่สําคัญที่เปนตัว 
กําหนดความจาํเพาะตอสับสเตรท  และไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่สามารถเรงปฏิกิริยาการ
ยายหมูกลูโคสไปยังแอลกอฮอลทุติยภูมิ  และตติยภูมิไดดีขึ้น 
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วัตถุประสงคการวิจัย 
 

1. เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมกับลินามาเรสเพื่อ
ทํานายตําแหนงที่อาจมีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนส 

2. เปรียบเทียบคุณสมบัติทางจลนพลศาสตร (Km  Vmax  และ kcat) ของรีคอมบิแนนท        
ดัลโคชิเนสกับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ  และเอนไซมลินามาเรส  ในการสลายสับสเตรท
ตางๆ 

3. เปรียบเทียบคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของรีคอมบิแนนท            
ดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรสกลายพนัธุ  และเอนไซมลินามาเรสโดยใชแอลกอออลชนิดตางๆ
เปนสับสเตรท 

4. เปรียบเทียบคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของรีคอมบิแนนท            
ดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรสกลายพนัธุ  และเอนไซมลินามาเรสโดยใชแอลกอออลชนิดตางๆ
เปนสับสเตรท 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. การจัดกลุมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลาย (hydrolysis) 
พันธะเบตา-กลูโคซิดิค (β-glucosidic bond) ที่เชื่อมระหวางกลูโคสกับน้ําตาล  หรือระหวางกลูโคส
กับหมูที่ไมใชน้ําตาล (aglycone)  เอนไซมชนิดนี้จดัอยูในกลุม glycosyl hydrolase family 1       
(E.C. 3.2.1)  ซ่ึงเอนไซมในกลุมนี้จะมกีรดกลูตามิค (glutamic acid, Glu) สองตัวทีท่ําหนาที่เปน 
acid/base catalyst  และ nucleophile  กลไกการเรงปฏิกิริยาเปนแบบ retention คือไมมีการเปลี่ยน
โครงสรางของพันธะกลูโคซิดิกที่เชื่อมกบั anomeric carbon  และเอนไซมในกลุมนีม้ีโครงสราง
แบบ (α/β)8  ดวยเหตุนี้เอนไซมนี้จึงจัดอยูใน clan GH-A  ซ่ึงเอนไซมใน clan นี้จะมีโครงสรางแบบ 
(α/β)8 (www.cazy.org/CAZY/) 
 
2. โครงสรางทั่วไปของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 
 เอนไซมลินามาเรสจาก white clover (1CBG) เปนเอนไซมในกลุม glycosyl hydrolase 
family 1 ตัวแรกที่พบโครงสราง 3 มิติ  จากโครงสรางผลึกพบวาเอนไซมชนิดนี้มีการมวนพับแบบ 
(α/β)8 barrel   ซ่ึงเหมือนกับเอนไซม glycosyl hydrolase ทั่วๆไป  โดยมี Glu183  และ Glu397 เปน
ตําแหนงที่มีความอนุรักษสูงใน family นี้  ทําหนาที่เปน acid/base catalyst  และ nucleophile 
ตามลําดับ  ซ่ึงกรดอะมิโนทัง้สองตัวนี้อยูบริเวณดาน C-terminus ของโพรง (α/β)8 barrel  ซ่ึง
บริเวณนี้ประกอบดวยกรดอะมิโนพวกทีม่ีขั้ว  และกรดอะมิโนที่มีหมูอะโรมาติกเปนจํานวนมาก  
และกรดอะมิโนเหลานี้มักพบไดทั่วไปภายในบริเวณจดจาํคารโบไฮเดรต (carbohydrate 
recognition site)  โดยที่ Glu183  และ Glu397 จะอยูตรงบริเวณจับกับน้ําตาล (sugar-binding site)  
ซ่ึงกรดอะมิโนทั้งสองตัวนีอ้ยูหางกนั 5.2 Ǻ (Barrett et al., 1995) โดยโครงสราง 3 มิติของ 1CBG  
แสดงดังภาพที่ 1  
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ภาพที่ 1  โครงสรางสามมิติของเอนไซม white clover cyanogenic β-glucosidase (1CBG) 
ที่มา: Barrett et al. (1995) 
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืช 
 

2.1 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง 
 
 ในป 1995  Surarit และคณะไดทําการศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดพืช
พื้นเมืองของไทยทั้งหมด 50 ชนิด  จาก 17 families  พบวาเมล็ดพะยูง (Dalbergia cochichinensis 
Pierre) แสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสูงสุดเมื่อเทียบกบัเอนไซมจากพืชชนิดอื่นๆ  
โดยมีคาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาเรงการสลายเทากับ 5.0  และสามารถเกิดปฏิกิริยายอนการ
สลายได  เมื่อบมเอนไซมกบัน้ําตาลโมโนแซคคาไรดความเขมขนสงูๆ  และเพิ่มอณุหภูมิใหสูงขึ้น  
พบวาที่ความเขมขน 50%(w/w) D-glucose สามารถใหผลิตภัณฑเปนน้าํตาลไดแซคคาไรด 
(disaccharide)  และไตรแซคคารไรด (trisaccharide) ได (Surarit et al.,1995)  
 

เมื่อทําบริสุทธิ์เอนไซมโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  ตามดวย 
isoelectric focusing  และ Sephadex G-150 chromatography  และทําการศึกษาคาทาง
จลนพลศาสตร  พบวาที่พีเอชที่เหมาะสมสําหรับเอนไซมที่บริสุทธิ์จะมีคา Km ตอ para-nitrophenyl-
β-D-glucoside (pNP-Glc) เทากับ 5.4 mM  คา kcat/Km เทากับ 57,300 M-1.s-1  และมีคา Vmax เทากับ  
423 nkat/ml  ในสภาพธรรมชาติเอนไซมชนิดนี้มีน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 330,000 Da  และมีน้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 66,000 Da ในสภาพเสียสภาพ  จึงเชื่อวาเอนไซมชนิดนี้นาจะประกอบดวย 4-6 
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subunits  จากการทดลองการยับยั้งการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสพบวาสารประกอบ
ปรอทสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได  ดังนัน้จึงคดิวากรดอะมิโนพวกที่เปนกรดนาจะมี
ความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยา  เนื่องจากสารประกอบปรอทจะไป chelate กับกรดอะมิโนที่เปน
ตัวเรงปฏิกิริยาทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได  นอกจากนี้ยังไดหากจิกรรมของเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสในสวนตางๆของตนพะยูง  พบวามีกิจกรรมของเอนไซมเบตา- กลูโคซิเดสสูงสุดใน
เมล็ด  จึงนาจะเปนไปไดวาเอนไซมนี้นาจะมีหนาทีห่ลักเกี่ยวของกับการสลายสับสเตรทที่อยูใน
เมล็ดของตนพะยูง (Srisomsap et al., 1996) 

 
จากนั้น Svasti และคณะจึงไดศึกษาหาสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  

พบวาสับสเตรทธรรมชาติของมันไดแก 12-dihydroamorphigenin-8’-O-β-D-glucoside             
(ภาพที่ 2 (a))  เมื่อถูกสลายโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสแลวจะไดผลิตภัณฑคือกลูโคส  และ     
12-dihydroamorphigenin  ซ่ึงเปนสารประกอบพวกไอโซฟลาโวนอยด (isoflavonoid)  จึงไดมกีาร
ตั้งชื่อใหมวาดลัโคชินิน (dalcochinin) ตามชื่อของพืชชนิดนี้คือ Dalbergia cochichinensis Pierre  
และเรียกชื่อสับสเตรทใหมวา dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside  จากการศึกษาทางจลนพลศาสตร  
พบคา Km  ตอ dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside เทากับ 1.68 mM   และคา Vmax เทากบั 452 nkat/ml  
ในเมล็ดพะยูงพบสับสเตรทชนิดนี้มากถึง 3.5% ของน้ําหนักเมล็ด  และมีเอนไซมดัลโคชิเนส 
0.03% ของน้ําหนักเมล็ด (Svasti et al., 1999)  เนื่องจากดลัโคชินินมีโครงสรางคลายกับโรทีโนน 
(rotenone) (ภาพที่ 2 (b))  ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการหายใจ  จึงคาดวาสับสเตรทนี้นาจะมีบทบาทในการ
ปองกันแมลง  และศัตรูพืชอ่ืนๆ  

 
 

 
 
 

 
(a)              (b) 

ภาพที่ 2  (a) โครงสรางของ Dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside  และ  (b) โครงสรางโรทีโนน 
ที่มา: Svasti et al. (1999) 
 

Cairns  และคณะไดหาลําดบัเปปไทดของเอนไซมดัลโคชิเนส  และทําการโคลน cDNA 
ของดัลโคชิเนส  พบวา cDNA ของเอนไซมชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโนทั้งหมด 547 residues  

O
O

O
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CH2OH

OH

HO
OH

CH2
H

H

H
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OCH3
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a.  Dalcochinin glucoside
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ซ่ึงประกอบดวย propeptide 23 residues  ซ่ึงเปน signal peptide ที่จะสงโปรตีนไปยัง                    
เอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum)  และ mature protein ทั้งหมด 524 residues  จาก
การเปรียบเทยีบลําดับอะมิโนพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสมีความสัมพันธใกลเคียงกับเอนไซม        
ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส (cyanogenic β-glucosidase) จาก white clover  และจดัอยูใน 
glycosyl hydrolase family 1 ซ่ึงมีความเหมือนกันถึง 60%  และมี Glu182 ทําหนาที่เปน acid/base 
catalyst  และมี Glu396 ทําหนาที่เปน nucleophile  จากการศึกษาทางจลนพลศาสตรพบวา              
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา Km และ Vmax ตอ pNP-Glc ใกลเคียงกับเอนไซมจากเมลด็พะยูงที่เคย
รายงานไว  และสามารถสลายสับสเตรทธรรมชาติของมันได (Cairns et al., 2000) 
 

2.2 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง 
 

ลินามาเรส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่พบในพืชมากกวา 3,000 
ชนิด  รวมถึงมันสําปะหลังซึ่งเปนแหลงคารโบไฮเดรตหลักของคน  และสัตวที่อยูประเทศเขตรอน
ช้ืน  สับเสรตทของลินามาเรสเปนสารประกอบพวกไซยาโนจีนิคกลูโคไซดซ่ึงมีอยูดวยกัน 2 ชนดิ 
ไดแก  ลินามาริน (2-hydroxyisobutyronitrile-β-D-glucopyranoside)  และโลตัสสตราลิน             
(2-hydroxy-2-methylbutyronitrile-β-D-glucopyranoside) (ภาพที่ 3 (a), (b)) (Ekstittikul and 
Chulavatnatol, 1988)  ลินามารินเปนสับสเตรทที่พบมากถึง 95% ของสารประกอบไซยาโนจีนิค 
กลูโคไซดทั้งหมด  สารประกอบไซยาโนจนีิคกลูโคไซดเปนสารที่ไมมีพิษ  และรางกายสามารถขับ
ออกไดทางปสสาวะ  แตเมือ่สารพวกนี้ไดรับการกระตุนจะแตกตวั  และปลดปลอย HCN ออกมาซึ่ง
เปนสารพิษ  ซ่ึงกระบวนการเหลานี้จะเกดิขึ้นหลังจากทีพ่ืชไดรับความเสียหายจากสัตวกินพืช  และ
แมลงตางๆ  จึงคาดวากระบวนการนี้นาจะเกี่ยวของกับการปองกันตัวเองในพชื (Keresztessy et al., 
2001)  และเรยีกกระบวนการเหลานี้วาไซยาโนจีเนซิส (cyanogenesis) ซ่ึงมีขั้นตอนการเกิด  ดังนี ้

 
1)  ลินามารินจะถูกสลายโดยลินามาเรส  ไดเปนกลูโคส  และ hydroxynitrile 
 
2)  hydroxynitrile จะถูกสลายตอโดย hydroxynitrile lyase ไดเปนคีโตน  และ HCN  ซ่ึง

กระบวนการนี้อาจเกดิขึ้นไดเอง (ภาพที่ 4) (Hughes, 1993) 
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           (a)     (b) 
ภาพที่ 3  cyanogenic glucoside (a)  ลินามาริน  (b)  โลตัสตราลิน  
ที่มา :  Nahrstedt and Mueller (1993) 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  ปฏิกริิยาไซยาโนจเีนซิส 
ที่มา: Hughes (1993) 
 

จากการศึกษาการทําบริสุทธิ์เอนไซมลินามาเรสจากมันสาํปะหลัง  พบวาเอนไซม       
ลินามาเรสมี 3 isoform ซ่ึงแตกตางกันที่คา pI  isoform ที่พบมากที่สุดคอื isoform ที่มีคา pI เทากับ 
4.3  และพบวาเอนไซมลินามาเรสเปนโอลิโกไอโซเมอรที่ประกอบดวยโปรตีนที่มีขนาด 63 kDa 
(Ekstittikul and Chulavatnatol, 1988)  ตอมาไดมีการหาลําดับเบสของลินามาเรส  พบวาลําดับเบส
นี้สามารถถอดรหัสใหโปรตนีที่มีความยาว 532 อะมิโน  และคาดวามีมวลโมเลกุลเทากับ 65 kDa  
ซ่ึงโปรตีนนี้คลายกับลินามาเรสจาก white clover ถึง 43% (Vetter, 2000)  เอนไซมลินามาเรสจาก
มันสําปะหลังเปนไกลโคโปรตีนประเภทมแีมนโนสสูง  และตอแบบ N-linked glycan ซ่ึงคิดเปน 
7.2% ของน้ําหนักโมเลกุล (Hughes et al., 1992)  มี Glu198 ทําหนาที่เปน acid/base catalyst 
(Keresztessy et al., 1994)  และมี Glu413 เปน nucleophile  ซ่ึงกรดกลูตามิกทั้งสองอยูใน LNEP  
และ I/VTENG ซ่ึงเปนลําดับอะมิโนที่มีความอนุรักษใน glycosyl hydrolase family1 ตามลําดับ       
(Keresztessy et al., 2001)  

R--C--CN 
R’ 

O-glucose 
R--C--CN 

R’ 

OH 
R--C 

R’ 

O 
+   HCN 

linamarase Hydroxynitrile lyase 
+  glucose 
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3. ปฏิกิริยาของเบตา-กลูโคซิเดส 
 

3.1 ปฏิกิริยาการสลาย 
 

ปกติแลวปฏิกริิยาการสลายพันธะไกลโคซิดิคเกิดขึ้นได 2 แบบ  คือ 1) แบบ inversion  
และ 2) แบบ retention ของ anomeric carbon ของน้ําตาล (ภาพที่ 5) 
 

 
 
ภาพที่ 5  ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสแบบ (a) inversion  และ (b) retention 
ที่มา  David et al. (2000) 
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สําหรับกลไกแบบ inversion (ภาพที่ 5 (a))  หมู carboxylic ทั้ง 2 ตําแหนงทําหนาที่เปน 
general acid catalyst และ general base catalyst  ปฏิกิริยาเกิดผานกลไกแบบ single-displacement  
ซ่ึงเกิดผาน oxocarbenium ion-like transition state โดยมขีั้นตอนการเกดิ  คือ หมู carboxylic ตัวที่
หนึ่งจะทําหนาที่เปน general acid catalyst ใหโปรตอนแก ออกซิเจนทีต่อกับพันธะไกลโคซิดิค
พรอมๆกับการตัดพันธะ  สวนหมู carboxylic อีกหมูหนึง่ทําหนาที่เปน general base catalyst ดึง
โปรตอนจากน้ําที่มาโจมตี anomeric carbon  เกิดเปน oxocarbenium ion-like transition state  ทั้ง
สองขั้นนี้เกิดขึน้พรอมๆกันไดเปนน้ําตาลหลุดออกมา 
 

ในทางตรงขามกลไกแบบ retention (ภาพที่ 5 (b)) จะเกดิปฏิกิริยาแบบ double 
displacement ผาน glycosyl-enzyme intermediate มีขั้นตอน  ดังนี ้

 
1) หมู carboxylic ตัวที่หนึ่งจะทําหนาที่เปน general acid catalyst ใหโปรตอนแก 

ออกซิเจนที่ตอกับพันธะไกลโคซิดิค พรอมๆกับการตัดพันธะ  สวนหมู carboxylic อีกหมูหนึ่งทํา
หนาที่เปน nucleophile ซ่ึงไปสรางพันธะโควาเลนทกับ anomeric carbon ของน้ําตาลเกิดเปน 
glycosyl-enzyme intermediate 

 
2) Side-chain carboxylate ทําหนาที่เปน general base catalyst โดยดึงโปรตอนจากน้ํา

ที่มาโจมตี anomeric carbon  และน้ําตาลจะหลุดออกมาจากพันธะโควาเลนทกับหมู carboxylate ที่
เดิมทําหนาทีเ่ปน nucleophile (David et al., 2000)    
 

3.2 ปฏิกิริยาการยอนการสลายและการยายหมูกลูโคส  
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสบางชนิดสามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลาย  (reverse 
hydrolysis)  และการยายหมูกลูโคส (transglucosylation) ได  นอกเหนอืไปจากปฏิกิริยาเรงการ
สลาย  ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาล oligosaccharide  และ alkyl glucoside ตามลําดบั (Svasti et 
al., 2003) (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6  การเกิดปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
ที่มา: Svasti et al. (2003) 
 

โดยปกตแิลวการทดลองเกีย่วกับการเรงปฏิกิริยาการยอนการสลายนัน้  สามารถทําไดโดยใช
น้ําตาลโมโนแซคคาไรดความเขมขนสูง  และอุณหภูมิสูงทําใหไดผลิตภัณฑพวกน้ําตาลโอลิโกแซค
คาไรด  จากการบมเอนไซมดลัโคชิเนสกับ 50%(w/w) D-glucose พีเอช 5.0 ที่อุณหภูมิ 50 °C เปน
เวลา 7 วัน  พบวามีผลิตภัณฑที่เกิดขึน้เปนน้ําตาลเจนทโิอไบโอส (gentiobiose) ( β-1,6) ซ่ึงเปน
น้ําตาลโมเลกุลคู (disaccharide) เปนผลิตภัณฑหลักที่เกดิขึ้นอยางรวดเร็วภายในวันแรก  และพบ
น้ําตาล trisaccharide หลังจากผานไป 3 วนั (Srisomsap et al., 1999)  สําหรับเอนไซมลินามาเรส
จากมันสําปะหลังสามารถสังเคราะหน้ําตาลโมเลกุลคูไดเพียง 5%   แสดงใหเห็นวาเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตตางกันจะมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอนการสลายไดตางกัน 
(Svasti et al., 2003) 
 

สวนปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสสามารถทําไดโดยใช pNP-Glc เปนตวัใหน้ําตาล (glucosyl 
donor)  และใชแอลกอฮอลชนิดตางๆเปนตัวรับน้ําตาล (glucosyl acceptor)  พบวาเอนไซม           
ดัลโคชิเนสสามารถยายน้ําตาลกลูโคสจาก pNP-Glc ไปยงัแอลกอฮอล  ทําใหไดผลิตภัณฑ คือ 
อัลคิลกลูโคไซด (alkyl glucosides)  ซ่ึงสามารถเกิดไดดกีับแอลกอฮอลปฐมภูม ิ สําหรับ
แอลกอฮอลทุติยภูมิเกิดไดไมดี  และไมสามารถเกิดไดเลยกับแอลกอฮอลตติยภูม ิ เมื่อเปรียบเทียบ
การเกิดปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนดกับจากเมล็ดพะยูง  
พบวาดัลโคชิเนสมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสดีกวา (Lirdprapamongkol 
and Svasti, 2000)  และเมื่อเปรียบเทียบกบัเอนไซมลินามาเรสซึ่งไดจากมันสัมปะหลัง (Manihot 
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esculenta Crantz)  พบวาลินามาเรสสามารถใชทั้งแอลกอฮลปฐมภูมิ  แอลกอฮอลทุติยภูม ิ และ   
แอลกอฮลตติยภูมิเปนตัวรับน้ําตาลได (Svasti et al., 2003)   
 
4. การผลิตของรคีอมบิแนนทโปรตีนใน Pichia pastoris 
 

การใช P. pastoris ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนมีขอดีคือ  มีกระบวนการ 
post-translational modification เหมือนกับยูคารีโอตชั้นสูง  เชน  protein processing, การมวนพับ
ของโปรตีน  การเกิดพันธะไดซัลไฟด  การเติมลิปด  และกระบวนการเติมน้ําตาล  เปนตน             
P. pastoris เปนยีสตที่ใชแอลกอฮอลเปนแหลงคารบอนในการเจริญเตบิโต  เรียกวา methylotrophic 
yeast  กระบวนการใชเมทานอลเกี่ยวของกับเอนไซมกลายชนิด  เร่ิมตนจาก alcohol oxidase (AOX) 
เรงปฏิกิริยาออกซิเดชั่นเมทานอลไดเปนฟอมัลดีไฮด  และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)  
และฟอมัลดีไฮดจะถูกสลายโดยเอนไซม catalase ไปเปนออกซิเจน  และน้ํา  ปฏิกิริยาเหลานี้เกดิขึ้น
ใน peroxisome  ฟอมัลดีไฮดบางสวนจะออกจาก peroxisome และถูกออกซิไดซโดยเอนไซม 
dehydrogenase 2 ตัวที่อยูในไซโตพลาสซึม  ไดเปนฟอรเมท  และคารบอนไดออกไซด  ซ่ึงปฏิกิริยา
นี้เปนแหลงของพลังงานของเซลล  ฟอมัลดีไฮดที่เหลือจะรวมตวักับ xylulose 5-monophosphate 
ถูกเรงโดยเอนไซม dihydroxyacetone synthase (DHAS) ที่อยูใน peroxisome ไดผลิตภัณฑเปน 
glyceraldehydes 3-phosphate  และ dihydroxyacetone  ผลิตภัณฑทั้ง 2 ตัวนี้จะออกจาก peroxisome 
เขาสู pathway ในไซโตพลาสซึมที่สราง xylulose 5-monophosphate  ทุกๆ 3 รอบของ pathway นี้
จะได glyceraldehyde 3-phosphate สุทธิ 1 โมเลกุล (ภาพที่ 7)  ซ่ึงจะพบวา AOX  และ DHAS มีการ
แสดงออกในระดับสูง  ในเซลลที่ถูกเลี้ยงในเมทานอล  และพบวา AOX ถูกควบคุมโดยยนี AOX1  
และ AOX2  ดังนั้นโปรโมเตอร AOX1  และ AOX2 จึงถูกนํามาใชในการควบคุมการแสดงออกของ 
heterologous protein ที่สนใจ  โดยยีน AOX1  จะถูกควบคุมแบบ repression/depression และแบบ
เหนีย่วนํา (induction)  นั่นคอืถามีกลูโคสจะไมมีการถอดหรัสของยีน AXO1 เกิดขึน้  แมจะมกีาร
เหนีย่วนําดวยเมทานอล  ดังนั้นจึงควรเล้ียงในกลีเซอรอล  และใช    เมทานอลเหนีย่วนําใหมกีาร
แสดงออกของยีน AOX1  ซ่ึงจะมีการแสดงออกในระดับสูงคิดเปน ≥30% ของโปรตีนที่ละลายได
ทั้งหมดของเซลลที่เล้ียงในเมทานอล (Cereghino and Cregg, 2000)    
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ภาพที่ 7  กลไกการสลายเมทานอลใน P. pastoris  1. alcohol oxidase, 2. catalase,              
               3. formaldehyde dehydrogenase, 4. formate dehydrogenase, 5. dihydroxyacetone  
                synthesis, 6. dihydroxyacetone kinase, 7. fructose 1,6-biphosphate aldolase,                    
                8. fructose 1,6-biphosphate 
ที่มา: Cereghino and Cregg (2000) 
 

การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนทาํไดโดยการโคลนยีนที่สนใจเขาสู expression 
vector เชน pPICZαB (ภาพที่ 8) แลวถายยนีเขาสู P. pastoris (Invitrogen, n.d)  
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ภาพที่ 8  พลาสมิด pPICZ A,B,C  และ pPICZαA,B,C ประกอบดวย pUC ori เปนจุดเริ่มตนของ 
               กระบวนการจําลองตัว (replication)  5’AOX1 เปนโปรโมเตอรสําหรับใชในการควบคุม 
               การแสดงออกของโปรตีน  α-factor เปนสัญญาณสงโปรตีนออกสูนอกเซลล  multiple  
               cloning site เปนบริเวณทีจ่ะใสยีนของโปรตีนที่ตองการใหแสดงออก  c-myc epitope เปน 
               ยีนของโปรตีน myc ซ่ึงเปนแอนติเจนที่จะจับกบั anti myc antiboby  6xHis คือฉลาก           
               ฮิสติดีน (polyhistidine tag) ซ่ึงประกอบดวยฮิสติดีน 6 ตัวใชสําหรับจับกับนิเกิลใน 
               คอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography เพื่อทําใหโปรตีนบริสุทธิ์  AOX1 TT คือ 
               จุดสิ้นสุดในกระบวนการถอดรหสัของยีน AOX1  PTEF1 เปนโปรโมเตอรที่ใชในการ 
               ถอดรหัสของยีนทีต่านทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน P. pastoris  PEM7 เปนโปรโมเตอรที่ 
               ใชในการถอดรหสัของยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะใน E. coli  zeocin คือยีนที่ตานทาน 
               ตอยาปฏิชีวนะ zeocin, (k) CYC1 TT คือจุดสิ้นสุดในกระบวนการถอดรหสัของยีนที่ 
               ตานทานตอยาปฏชีิวนะ zeocin 
ที่มา:  Invitrogen (n.d.)   
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5. การผลิตรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 
 

กอนหนานี้ไดมีการศึกษาการแสดงออกของยีนดัลโคชิเนสใน Esherichia coli พบวา         
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ผลิตไดอยูในรปูที่ไมละลายน้ํา  จึงไดทําการแสดงออกรวมกับ groEL 
เพื่อชวยใหมกีารมวนพับของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ถูกตอง  รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดโดยวธีิ
นี้อยูในรูปที่ละลายน้ําได  และมีขนาดใกลเคียงกับรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงสามารถทําบริสุทธิ์
ผาน Ni2+column ได  แตโปรตีนที่ไดจากการทําบริสุทธิ์นี้ไมแสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-     
กลูโคซิเดส  จากการวิเคราะหโดย MS/MS พบวาโปรตีนนี้เปน groEL ที่มีขนาดใกลเคียงกับ            
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดังนั้นจึงเปลีย่นระบบการแสดงออกของยีนดัลโคชิเนสโดยนํายีสต      
P. pastoris มาใชแทน  โดยเริ่มจากการโคลนยีนดัลโคชิเนสเขาไปในเวคเตอร pPIC9K แต              
รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดจากวิธีนี้ไมมี polyhistidine tag ติดอยูที่ปลาย C-terminal จึงไมสะดวกตอ
การทําบริสุทธิ์  ดังนั้นจึงสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด pPICZ-TRBG-His6 (ภาพที่ 9 a)  โดยการ
โคลนยีนดัลโคชิเนสเขาไปในเวคเตอร  และใหปลาย N-terminal ติดกับ α mating factor ซ่ึงพบวา  
รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดมกีิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน culture media  หลังจากที่
เหนีย่วนําใหมกีารแสดงออกดวย 0.5% เมทานอล  เมื่อทําบริสุทธิ์รีคอมบิแนนทโปรตีนผาน  
Ni2+column  พบวารีคอมบแินนทดัลโคชิเนสไมจับกับคอลัมน  ซ่ึงคาดวานาจะเกิดจากกระบวนการ 
processing ในขั้น post-translation modification ทําให polyhisidine tag ถูกตัดออกไป  จึงไดลอง
สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดใหม pPICZ-His8-TRBG  โดยให polyhistidine tag ติดอยูที่ปลาย     
N-terminal ของยีนดัลโคชิเนส (ภาพที ่9 b)  แตรีคอมบแินนทโปรตีนที่ไดยังคงไมสามารถทํา
บริสุทธิ์ผาน Ni2+column ได  จากการหาลําดับอะมิโนทางดานปลาย N-terminal ของรีคอมบิแนนท
ดัลโคชิเนสที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยใชวธีิเดียวกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  พบวากรด     
อะมิโน 12 ตัวแรกของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสขาดหายไป  ดังนั้นจึงไดสรางรีคอมบิแนนท  
พลาสมิดใหม  โดยตัดกรดอะมิโนทางดานปลาย N-terminal ออกไปบางสวน  โดยใหเร่ิมตนที่ 
VPPFN ตามดวย α mating factor propeptide  และ histidine 8 ตัว  ไดเปน pPIC-His8-truncTRBG 
(ภาพที ่9 c)  พบวาโคลนของ P. pastoris ที่ไดจากรีคอมบแินนทพลาสมดิ pPIC-His8-truncTRBG 
แสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  และสามารถทําบริสุทธิ์ผาน Ni2+column ได  และ      
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ไดมีสมบัติทางดานจลนพลศาสตร  พีเอช  และอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอ
การทํางานเหมือนกับดัลโคชิเนสธรรมชาติ (Toonkool et al., 2006) 
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(a) 
 
(b) 

 
(c) 
 
ภาพที่ 9  โครงสรางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มียีนดัลโคชิเนส  (a) pPICZ-TRBG-His6  
                (b) pPICZ-His8-TRBG  และ (c) pPICZ-His8-truncTRBG 
ที่มา: Toonkool et al. (2006) 
 
6. ประโยชนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสามารถเกิดไดทัง้ปฏิกิริยาเรงการสลาย  ปฏิกิริยายอนการสลาย   
และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (Svasti et al., 2003)  ดังนั้นจึงถูกนาํไปในการเรงปฏิกิริยาการสลาย  
และสังเคราะหสารจําพวกโอลิโกแซคคาไรด  และอัลคิลกลูโคโซดตางๆมากมายที่ใชในทาง
อุตสาหกรรมทางอาหาร  ยา  และเครื่องสําอางค  เปนตน  ซ่ึงขอดีของการสังเคราะหทางเอนไซม  
คือสามารถทําไดในขัน้ตอนเดียว  ไมจําเปนตองมีหมูปองกัน  และผลิตภัณฑที่ไดมี 
stereospecificity และมี regioselectivity สูง  ในขณะที่การสังเคราะหทางเคมีมีความยุงยากกวา  
เนื่องจากน้ําตาลโมโนแซคคาไรดซ่ึงเปนสับสเตรทมีหมูไฮดรอกซิลหลายหมู  ดังนัน้จึงตองมีหมูที่
ทําหนาที่ปองกันหมูไฮดรอกซิลเหลานี้  และตองเอาหมูปองกันนี้ออก (Palcic, 1999) 
 

6.1 ประโยชนของปฏิกิริยาเรงการสลาย (hydrolysis) 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสถูกนํามาใชในการสลายสารประเภทไอโซฟลาโวน  ซ่ึงเปน
ฮอรโมนพืช  ที่มีโครงสรางคลายฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen) ของมนุษย  ซ่ึงสารเหลานี้มี
บทบาทในการปองกันโรคมะเร็ง  โรคหัวใจ  ปองกันอาการชวงหมดประจําเดือน  และโรคกระดูก
เปราะได  isoflavone ที่ถูกศึกษามากคือ daidzein  และ genistein ซ่ึงเปนสารประกอบพวก            
กลูโคไซดที่พบในถั่วเหลือง  เนื่องจากไอโซฟลาโวนที่อยูในรูปกลูโคไซดถูกดูดซึมในสําไสเล็กได
ยาก  เนื่องจากมีขนาดโมเลกลุใหญ  และมคีวามเปนไฮโดรฟลิคสูง  ดังนั้นเอนไซมเบตา-             
กลูโคซิเดสจึงมีบทบาทชวยในการสลายสารเหลานี้ใหอยูในรูป daidzein (ภาพที่ 10 (a)) และ 

Signal peptide Mature dalcochinase His X 6 

His X 8 Signal peptide Mature dalcochinase 

N-terminally truncated dalcochinase His X 8 Signal peptide 
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genistein (ภาพที่ 10 (b)) ซ่ึงอยูในรูปที่สามารถถูกดูดซึมไดในลําไสเล็ก  ปจจุบันไดมีการศึกษาเพื่อ
คัดเลือกสายพนัธุแบคทีเรียทีม่ีความเหมาะสม  มาใชในการหมักนมถั่วเหลือง  ซ่ึงเปนการเพิ่ม
ปริมาณ daidzein  และ genistein ในนมถั่วเหลืองใหมากยิง่ขึ้น (Pyo et al.,2005) 
 
 
 
  
 
                        (a)                                                                                 (c) 
 
 
 
 
 
(c) 
ภาพที่ 10  (a) daidzein  (b) genistein  และ (c) สารประกอบ isoflavonoid ที่อยูในรูปสารประกอบ 
                 กลูโคไซด  คือ มีคารโบไฮเดรตตอกับ C-7 ของ isoflavone  และมีหมู acetyl  หรือ  
                 malonyl ตอกับ C-6 ของน้ําตาล  
ที่มา: Pyo et al. (2005) 
 

6.2 ประโยชนของปฏิกิริยายอนการสลาย 
 

สารประกอบโอลิโกแซคคาไรดเปนสารประกอบที่มีอยูมากมาย  และมโีครงสราง
ซับซอน  ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในทางชีววิทยาคือ  เปนสวนประกอบของไกลโคโปรตีน  และ       
ไกลโคลิปดของผิวเซลล  และเปนแหลงพลังงาน  เชน  เซลโลไบโอส  และแปง  เนื่องจากการศกึษา
ทางดาน glycobiology กาวหนามากขึ้น  และงานวิจัยมกัจะเนนไปที่บทบาทของคารโบไฮเดรต
ในทางชีววิทยา  ดังนั้นการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด  และการปรับปรุงวิธีสังเคราะห
สารประกอบเหลานี้จึงเปนสิง่จําเปนสําหรับการนําไปใชประโยชนเฉพาะทางมากยิ่งขึ้น (Palcic, 
1999)  ซ่ึงปจจบุันไดมีการพฒันาโอลิโกแซคคาไรดมาใชเปนวัคซีน  และยารักษาโรคตางๆมากมาย   
ตัวอยางเชน วคัซนีปองกันโรคไขมาลาเรีย  โรคนี้เกิดจากเชื้อ Plasmodium  falciparum ซ่ึงจะปลอย
สารพิษพวกคารโบไฮเดรตออกมา  ดังนัน้จึงไดมกีารเลียนแบบโครงสรางคารโบไฮเดรตตัวนี้เพื่อ
นําไปทําเปนวคัซีน  ซ่ึงจากการทดลองฉีดในหนแูลวพบวาหนูไมตายเมือ่สัมผัสกับเชื้อ                  
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P. falciparum  นอกจากนี้การทดลองสังเคราะหวัคซีนปองกันโรคลิชมาเนีย  ซ่ึงไดมีการเลียนแบบ
โอลิโกแซคคาไรดที่อยูบนผวิเซลลเชื้อลิชมาเนีย  ซ่ึงเปนปรสิตชนิดหนึ่งแลวนํามาเชื่อมกับโปรตีน
ตัวพา (keyhole limpet hemocyanin (KLH)) (ภาพที่ 11) จากผลการทดสอบเบื้องตนพบวาใหผลดี
(Hewitt and Seeberger, 2001) 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  วัคซีนปองกันโรคลิชมาเนีย 
ที่มา: Hewitt and Seeberger (2001)  
 

6.3 ประโยชนของปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 

 
สารประเภทอลัคิลกลูโคไซดถูกนํามาใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมทางยา  และ

ทางการแพทยตางๆ  เชน ใชเปนสารลดแรงตึงผิว  ใชเปนอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) เปนตน 
ตัวอยางสารทีใ่ชในทางอุตสาหกรรม เชน Lauryl diglucoside, Decacyl glucoside  และ           
Coco-glucoside  ขอดีของอัลคิลกลูโคไซดที่ไดจากการสังเคราะหทางเอนไซม  คือ เปนสารที่
สังเคราะหมาจากธรรมชาติ (น้ําตาล  และ fatty alcohol) และสามารถสลายไดเองในธรรมชาติ  การ
สังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดทําไดในระบบ 2 เฟส  คือน้ํา  และตัวทําละลายอินทรีย (ภาพที่ 12)  โดย
ที่เอนไซมไกลโคซิเดสจะถูกตรึงอยูในสารละลายน้ําตาลอิ่มตัวในชัน้น้าํ  และแอลกอฮอลปฐมภูมิที่
มีความยาวสายปานกลางจะอยูในชัน้ตัวทาํละลายอินทรยี  น้ําตาลพวกโอลิโกแซคคาไรดที่เกิดขึน้
จะอยูในชั้นน้ํา  สวนอัลคิลกลูโคไซดที่เกิดจากปฏิกิริยายายหมูน้ําตาลจะถูกดึงไปอยูในชั้นตัวทํา
ละลายอินทรีย  ซ่ึงสามารถแยกอัลคิลกลูโคไซดออกมาไดโดยวิธีทางเคมี  โดยวิธีนีจ้ะไดผลิตภัณฑ
ที่มีความบริสุทธิ์สูงถึง 95% (Sarney and Vulfson, 1995) 
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ภาพที่ 12  ปฏิกิริยาการสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดที่เรงโดยเอนไซมไกลโคซิเดส 
ที่มา: Sarney and Vulfson (1995) 
 



 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
1. เชื้อและพลาสมิด 
 

1.1 Pischia pastoris (GH115) genotype his4  
1.2 Escherichia coli (DH5α) genotype supE44∆lacU169(φ80lacZ∆M15)hsdR17 

recA1endA1gyrA96thi-1relA1 
1.3 พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG (รูปที่ 1)  ซ่ึงเปนพลาสมิด pPICZαB ที่มียีน       

ดัลโคชิเนส (ลําดับกรดอะมิโนเริ่มที่ VPPFN) และนําหนาดวยลําดับเบสของฮิสติดีน 8 ตัว  เปน 
พลาสมิดที่มีอยูในหองปฏิบัติการ  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (Toonkool et al., 2006) 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 13  พลาสมิด pPICZ-His8-trunc TRBG  ซ่ึงประกอบดวย  pUC ori เปนจดุเริ่มตน  
                ของกระบวนการจาํลองตัว (replication)  AOX1 เปนโปรโมเตอรสําหรับใชใน 
                การควบคุมการแสดงออกของโปรตีน  α-factor เปนสัญญาณสงโปรตีนออกสู 
                นอกเซลล  His8 เปนฉลากฮิสติดีน (polyhistidine tag) ซ่ึงประกอบดวยฮิสติดีน 8   
                ตัวใชสําหรับจับกบันิเกิลในคอลมัน Ni2+-ion affinity  N-terminally truncated   
               dalcochinase เปนยีนดัลโคชิเนสที่ลําดับกรดอะมิโนเริ่มที่ VPPFN  และ zeocin    
                คือยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin 
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2. สารเคมีและอุปกรณ 
 

2.1 เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (หองปฏิบัตกิารของ ศาสตราจารย ดร.ม.ร.ว.ชิษณุสรร  
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 

2.2 ลินามาริน (จากนางสาวนุสรา  ทองทับทิม) 
2.3 เอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร.ม.ร.ว.ชิษณุสรร  

สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 
2.4 Acrylamide (Bio Basic, Canada) 
2.5 bis-Acrylamide (Bio Basic, Canada) 
2.6 Agarose (Research Organics, USA) 
2.7 Amicon Ultracentrifugal Filter (Millipore, USA) 
2.8 Ammonium sulphate (Ajex Finechem, Australia) 
2.9 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) (Roche, USA) 
2.10 n-Butanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.11 iso-Butanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.12 sec-Butanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.13 tert-Butanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.14 Coomassie Plus Protein Assay reagent kit (Pierce, USA) 
2.15 Dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside (หองปฏบิัติการของ                                   

ศาสตราจารย ดร.ม.ร.ว.ชิษณุสรร  สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 
2.16 DyNAzymeII DNA polymerase (Finnzymes, Finland) 
2.17 ECL plus Western Blotting Detection System (Amercharm, Sweden) 
2.18 EcoRI (Fermentss, USA) 
2.19 Ethanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.20 Ethyl acetate (Carlo ERBA. Italy) 
2.21 Glucose Assay Kit (Sigma, USA) 
2.22 Imidazole (ICN Biomedical, Germany) 
2.23 Methanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.24 alpha-D-Methylglucoside (ACROS organics, USA) 
2.25 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside (4-MU-Glc) (Sigma, USA) 
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2.26 Mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase หองปฏิบัติการ             
รศ.ดร. วัชระ  กสิณฤกษ  มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

2.27 Nucleospin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel, Germany) 
2.28 Ni-NTA Superflow (Qiagen, Germany) 
2.29 para-Nitrophenol (pNP) (Sigma, USA) 
2.30 para-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) (Sigma, USA) 
2.31 PCR-clean-up Gel extraction NucleoSpin® Extract II(Macherey-Nagel, Germany) 
2.32 pfu DNA Polymerase (Promega, USA) 
2.33 Phenyl-sepharose CL-4B (Amercham, Sweden) 
2.34 n-Propanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.35 iso-Propanol (Carlo ERBA. Italy) 
2.36 Polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulins/HRP (Dako Cytomation, Denmark) 
2.37 SacI (Fermentas, USA) 
2.38 Silica gel 60 F254 aluminium Sheets (Merck, Germany) 
2.39 Sodium acetate (Merck, Germany) 
2.40 Sodium carbonate (Ajex Finechem, Australia) 
2.41 Zeocin (Invitrogen, USA) 

หมายเหต ุ   สารเคมีที่ใชทุกชนิดเปน analytical grade 
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วิธีการ 
 
 
1. การทําการกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 

1.1 การหาตําแหนงท่ีจะทําการกลายพันธุท่ีตาํแหนงจําเพาะ 
 
 เปรียบเทียบหาลําดับกรดอะมิโนที่แตกตางกันระหวางดลัโคชิเนส  และลินามาเรสโดย
โปรแกรม Clustal W  เพื่อหาตําแหนงการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ  ซ่ึงแขนงขางของกรด        
อะมิโนตองยืน่เขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน (aglycone binding site)  โดยพิจารณาบริเวณจับ    
อะไกลโคนจากโครงสรางสามมิติของเอนไซมดัลโคชิเนสเปนตนแบบ  ในการทดลองนี้ไดเลือก
ตําแหนงกลายพันธุ 4 ตําแหนงคือ M194V  H253F  N323Q  และ K402Y ของดัลโคชิเนส  เพื่อให
เหมือนกับกรดอะมิโนในลินามาเรส 
 

1.2 การออกแบบไพรเมอร 
 

ออกแบบไพรเมอรใหตําแหนงที่ตองการกลายพันธุอยูตรงกลางสาย  โดยไพรเมอรทัง้
สองที่ออกแบบตองมีลําดับเบสที่เปนคูสม  และมีความยาวประมาณ 25-45 เบส  และมีคา melting 
temperature (Tm)≥ 78 °C โดยคา Tm คํานวณมาจาก 
 Tm = 81.5+0.41(%GC)-675/N-%mismatch 
 N = จํานวนเบสของไพรเมอร 
ไพรเมอรที่ดีควรมีคา %GC มากกวา 40%  และควรมีเบส G หรือ C อยูทางดานปลายทั้งสองขาง
ของไพรเมอรอยางนอยสุด 1 ตัว  โดยไพรเมอรที่ใชทําการกลายพันธุทีต่ําแหนงจําเพาะแสดงดัง
ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  ไพรเมอรที่ใชในการทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 

ตําแหนงกลายพันธุ Forward promer Reverse primer 
M195V 5’ GGG TAT GCA TAC 

GGT GTT TTT GCA CCA 
GGT CGA TGT TCT CC 3’ 

5’ GGA GAA CAT CGA 
CCT GGT GCA AAA ACA 
CCG TAT GCA TAC CC 3’ 

H253F 5’ CAG AAA GGT ACA 
ATA GGC ATT TCC TTG 
TTT GTA GTT TGG GTT 
ATA CCG C 3’ 

5’ GCG GTA TAA CCC 
AAA CTA CAA ACA AGG 
AAA TGC CTA TTG TAC 
CTT TCT G 3’ 

N323Q 5’ GGG TTC ATT TGA 
TTT TAT TGG ACT ACA 
ATA TTA CAC CAC TAA 
CTA TGC TAC C 3’ 

5’ GGT AGC ATA GTT 
AGT GGT GTA ATA TTG 
TAG TCC AAT AAA ATC 
AAA TGA ACC C3’ 

K402Y 5’ GGT ATA GAT GAG 
TAC AAT GAT GCA TCA 
CTA TCA CTT GAG GAA 
TCC 3’ 

5’ GGA TTC CTC AAG 
TGA TAG TGA TGC ATC 
ATT GTA CTC ATC TAT 
ACC 3’ 

หมายเหต ุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตเปนตําแหนงที่ทาํการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 
 

1.3 การทําปฏิกิริยากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 
 
 ทําการกลายพนัธุเฉพาะตําแหนงโดยการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร (polymerase chain 
reaction, PCR)  โดยใช pPICZ-His8-truncTRBG เปนตนแบบในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอกลาย
พันธุ  และใชสารตางๆดังนี้  
 Double-stranded DNA template (ปริมาณ 5 ng)   2 µl 
 10x reaction buffer       5 µl 
 25 ng/µl forward primer      5 µl 
 25 ng/µl reverse primer      5 µl 
 2 mM dNTP        1 µl 
 น้ํากลั่น      31 µl 
 2.5 U/µl pfu DNA polymerase     1 µl 
 Total volume     50 µl 
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ใชสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอารดังนี้ 
 95 °C 30 วินาท ี  1 รอบ 
 95 °C 30 วินาท ี
 55 °C   1 นาที  16 รอบ 
 68  °C 12 นาที 
 4 °C ∞   1 รอบ 
 จากนั้นเติมเอนไซม DpnI (10 U/µl) 1 µl เพื่อทําลายดีเอน็เอตนแบบ  แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 
2. การถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E.coli (DH5α) 
 

2.1 การเตรียม competent E.coli (DH5α) 
 
 เล้ียง E.coli (DH5α) 1 โคโลนีในอาหาร LB (1%(w/v) Bacto Tryptone, 0.5%(w/v) 
Bacto Yeast Extract, 0.5%(w/v) NaCl) ปริมาตร 3 ml  ที่อุณหภูมิ 37 °C เขยาดวยความเร็ว 250 rpm 
เปนเวลา 1 คืน  จากนั้นดูดออกมา 2 ml เล้ียงในอาหาร LB ปริมาตร 200 ml ที่ 37 °C เขยาดวย
ความเร็ว 250 rpm จนกวาจะไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรเทากับ 0.5-1.0 นํา flask มาวาง
แชบนน้ําแข็ง 15-30 นาที  นาํเซลลไปเหวี่ยงที่ 4000 rpm อุณหภูมิ 4 °C  เปนเวลา 15 นาทีทิ้งสวน
ใส  แลวละลายเซลลในน้ําเยน็ 200 ml  นําไปเหวี่ยงอีกรอบที่ความเร็ว 4000 rpm อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 15 นาที  ทิ้งสวนใส  ละลายเซลลในน้ําเยน็อีกรอบปริมาตร 100 ml  จากนัน้นําไปเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที  ทิ้งสวนใสแลวละลายเซลลใน 10% glycerol 
ที่เย็น 4 ml และนําไปเหวีย่งที่ 4000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที  อีกรอบเพือ่แยกเอาเฉพาะ
เซลลไปละลายใน 10%กลีเซอรอล 0.4 ml  แบงเก็บไวที่ -70 °C ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 
หลอดละ 40 µl 
 

2.2 การถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E.coli 
 
 ทําการถายพลาสมิดที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู competent E.coli จากขอ 2.1 
โดยวิธี electroporation  โดยผสมพลาสมิด 1-10 ng กับ competent E.coli 40 µl  บมในน้ําแข็งนาน 
0.5-1 นาที  ดดูเซลลทั้งหมดใส cuvette เคาะเบาๆใหเซลลนอนกนระวังอยาใหมีฟอง  ปรับเครื่อง 
Gene pluserTM (Bio-Rad, USA)  ที่ 25 µF, 200 Ω,2.5 kV แลวกดปุม pulse เติม LB, pH 7.5 

ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  เขยาดวยความเรว็ 250 rpm  จากนั้นนํามา
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เหวีย่งความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารออก 800 µl ที่เหลือนํามา spread บนอาหาร
วุน LB, pH 7.5 (1%(w/v) tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract, 0.5%(w/v) NaCl, 1.5%(w/v) agar) ที่
มี zeocin 25 µg/ml เพื่อคัดเลอืกโคโลนีที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ  บมที่ 37 °C ขามคืน 
 
3. การคัดเลือกโคโลนี E. coli ท่ีมียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุโดยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
 

ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุใหมีความยาว
ประมาณ 20 เบส  และมีตําแหนงกลายพันธุอยูที่ปลาย 3’  มี Tm ประมาณ 60 °C  ดังแสดงในตาราง
ที่ 2 
 
ตารางที่ 2  ไพรเมอร  และอุณหภูมิ annealing ที่ใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอารเพื่อคัดเลือกโคโลนีที่มี   
                  ยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

ตําแหนง ไพรเมอร Annealing temperature (Ta) 
°C 

M195V 5’ CATCGACCTGGTGCAAAAAC 3’ 55 
H253F 5’ GCGGTATAACCCAAACTACAAA 

3’ 45 
N323Q 5’ GCATAGTTAGTGGTGTAATATTG 

3’ 39 
K402Y 5’ GTGATAGTGATGCATCATTGTA 

3’ 39 
 หมายเหต ุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตเปนตําแหนงที่ทาํการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
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นําโคโลนีที่ไดจากขอ 2.2 มาละลายน้ํา 20 µl และนําไปวเิคราะหหายีนดัลโคชิเนสกลาย
พันธุโดยปฏิกริิยาพีซีอาร  โดยใชปริมาณสารตางๆ  ดังนี้ 
 โคโลนี     10 µl 
 10 pmol/µl forward primer    1 µl 
 10 pmol/µl screening primer    1 µl 
 10x reaction buffer     2.5 µl 
 2 mM dNTP      1 µl 
 50 mM MgCl2      0.75 µl 
 2 U/µl DyNAzymeII DNA polymerase   0.5 µl 
 น้ํากลั่น       8.25 µl 
 Total volume    25 µl 
 
สภาวะทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อคัดเลือกหายีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ 
 95 °C 30 วินาท ี 1 รอบ 
 95 °C 60 วินาท ี
 Ta °C 30 วินาท ี 20 รอบ 
 72 °C   1 นาที 
 72 °C   8.3      นาที 
 4  °C ∞ 
 

จากนั้นวิเคราะหผลิตภณัฑพีซีอารที่ไดโดย 1% agarose  เพื่อตรวจสอบขนาดที่ถูกตองของ
ผลิตภัณฑที่ไดจากพีซีอาร (ภาพที่ 14) 
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AOXF 
M195V 
H253F 
N323Q 
K402Y 
ภาพที่ 14  ตําแหนง forward primer  และ screening primer  ซ่ึงคาดวาไดผลิตภัณฑ   
                 M195V ขนาด 931 bp, H253F 1105 bp, N323Q 1315 bp  และ K402Y 1555 bp 
 
4. การสกัดพลาสมิดจาก E.coli 
 

4.1 การสกัดพลาสมิดจาก E.coli เพื่อตรวจสอบผลการถายยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู 
E.coli เบื้องตน 
 

เล้ียงโคโลนีที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุทีต่รวจสอบไดจากขอ 3 ในอาหาร LB, pH 
7.5 ปริมาตร 3 ml ที่อุณหภูม ิ37 °C  เปนเวลา 1 คืน  ดูดเชื้อมา 1.5 ml  นําไปเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 
13000 rpm  เปนเวลา 5 นาที  ทิ้งสวนใส  เตมิสารละลาย 1 (50 mM glucose, 20 mM Tris, 10 mM 
EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 100 µl แลวผสมตะกอนเซลล  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที  เติม
สารละลาย 2 (1% SDS, 0.2 M NaOH) ปริมาตร 200 µl  ผสมเบาๆแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที  
เติมสารละลาย 3 (3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) ที่เยน็ปริมาตร 150 µl  ผสมเบาๆบมใน
น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที นําไปเหวีย่งที่ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 3 นาที  ดูดสวนใสใสหลอด
ใหม  เติม 100% ethanol ปริมาตร 900 µl  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 นาที  เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใส  และลางตะกอนดวย 70%(v/v) ethanol 150 µl เหวีย่งที่
ความเร็วรอบ 13000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใส  เปดฝาทิ้งไวใหตะกอนแหง  ละลายพลาสมิด
ที่ไดดวย TE buffer (10 mM Tris.HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 20 µl  แบงพลาสมิด
ปริมาตร 2 µl ไปตัดดวยเอนไซม EcoRI เพือ่ตรวจสอบผลการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ  และ
นําไปตรวจสอบโดยใช 1% (w/v) agarose ใน 1x TAE (40 mM Tris, 0.1142%(v/v) glacial acetic 
acid, 2 mM EDTA, pH 8.5) โดยใชสภาวะดังตอไปนี ้ 
 

 
 

1786 
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2170 
2407 

855 

N-terminally truncated dalcochinase His X 8 Signal peptide 
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ดีเอ็นเอ     2 µl 
1 µg/µl BSA    1 µl 
2 mg/ml RNase    1 µl 
10x reaction buffer    1 µl 
10 U/µl EcoRI    0.5 µl 
น้ํากลั่น     4.5  µl 
Total volume  10 µl 
 

4.2 การสกัดพลาสมิดเพื่อสงวิเคราะหหาลําดับเบส   
 
 ทําโดยนําโคโลนีที่ตรวจสอบไดจากขอ 3 มาเลี้ยงในอาหาร LB, pH 7.5 ที่มี zeocin 
เขมขน 25 µg/ml ที่อุณหภูมิ 37 °C  และเขยาเปนเวลา 1 คืน  จากนัน้ดดูเชื้อมา 5 ml เพื่อทําการ
สกัดพลาสมิดตามคําแนะนําของชุดสกัดพลาสมิด Nucleospin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel, 
Germany)  และสงไปวิเคราะหหาลําดับเบสที่ Macrogen ประเทศเกาหลี 
 
5. การถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P.pastoris 
 

5.1 การเตรียมพลาสมิดใหอยูในรูปเสนตรงเพื่อเตรียมถายเขาสู P.pastoris 
 

นําพลาสมิดที่สกัดไดจากขอ 4.1 มาตัดดวยเอนไซม SacI บมเปนเวลา 1 คืน ที่อุณหภูม ิ
37 °C  แลวแบงพลาสมิดมา 2 µl เพื่อตรวจสอบการตัดดวย 1% agarose ใน 1x TAE  นําพลาสมิดที่
เหลือมาตกตะกอนดวย 100% ethanol  โดยเติม 3 M sodium acetate, pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของ
ปริมาตรสารทั้งหมด  จากนัน้เติม ethanol 2.5 เทาของปริมาตรสารทั้งหมด  วางทิ้งไวบนน้ําแข็ง 10 
นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 10 นาที  ทิ้งสารละลายสวนใสดานบน  ลาง
ตะกอนดวย 70%(v/v) ethanol ปริมาณ 100 µl  นําไปเหวี่ยงที่ 13000 rpm เปนเวลา 3 นาที  จากนัน้
ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นปริมาณ 10 µl  
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ภาวะการตัดพลาสมิดดวยเอนไซม SacI 
 ดีเอ็นเอ   10 µl 
 10 U/µl SacI    1 µl 
 10x reaction buffer    2 µl 
 1 mg/ml BSA    2 µl 
 2 mg/ml RNase    2 µl 
 น้ํากลั่น     3 µl 
 Total volume  20 µl 
 

5.2 การเตรียม competent  P. pastoris  
 

เขี่ยเชื้อยีสต 1 โคโลนี เล้ียงในอาหาร YPD (1%(w/v) yeast extract, 2%(w/v) peptone, 
2%(w/v) glucose) ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภมูิ 30 °C เขยาดวยความเรว็ 250 rpm เปนเวลา 1 คืน  ดูด
เชื้อมา 1 ml มาเลี้ยงใน YPD ปริมาตร 50 ml  อุณหภูมิ 30 °C เขยาดวยความเร็ว 250 rpm เปนเวลา  
1 คืน  นําไปเหวีย่งดวยความเร็ว 5000 rpm เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภมูิ 4 °C  เพื่อแยกเซลลออกมา  
ลางเซลลดวยน้ําเย็นปริมาตรเทาอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําเชนนี้ 2 คร้ัง  แลวลางเซลลดวย 1 M sorbitol 
เย็นปริมาตรเทาอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปเหวีย่งดวยความเรว็ 5000 rpm  เทสวนใสทิ้ง  ละลายเซลลใน 
1 M sorbitol ปริมาตร 1-2 ml  เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร อยูในชวง 80-100 
 

5.3 การถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris โดยวิธี electroporation 
 

เตรียมพลาสมิดที่ไดจากขอ 5.1 ใหไดปริมาณ 5 µg ปริมาตร 10 µl มาบมกับ 
competent ยีสตที่เย็น 80 µl ในน้ําแข็งนาน 5 นาที  จากนัน้ดูดเซลลทั้งหมดใส cuvette เคาะเบาๆให
เซลลนอนกนระวังอยาใหมฟีอง  ปรับเครื่อง Gene pluserTM  25 µF, 200 Ω, 1.5 kV แลวกดปุม 
pulse เติม 1 M sorbitol ที่เย็น 1 ml ทันท ี นํามาเหวีย่งความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 5 นาที  ดูด 
sorbitol ออก 800 µl ที่เหลือนํามา spread บนอาหารวุน YPDS, pH 7.5 (1%(w/v) yeast extract, 
2%(w/v) peptone, 2%(w/v) glucose, 1 M sorbitol, 2%(w/v) agar) ที่มี zeocin 100 µg/ml บมที่
อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห  เพื่อคัดเลือกโคโลนีที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ  
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6. การคัดเลือกโคโลนียีสตท่ีสามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

นําโคโลนียีสตที่ไดจากขอ 5.3 มาเลี้ยงในอาหาร BMGH (0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 
1%(w/v) ammonium sulfate, 100 mM potassium phosphate, pH6.0, 1%(w/v) glycerol,            
4×10-5%(w/v) biotin, 0.004%(w/v) histidine)  ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภมูิ 30 °C เขยาที่ความเร็ว 200 
rpm เปนเวลา 1 คืน  จากนัน้นําไปเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที  เท
สวนใสทิ้ง  ลางเซลลดวยน้ํากลั่นปริมาตร 5 ml นําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใสทิ้ง เปลี่ยนมาเลี้ยงในอาหาร BMMH (0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 
1%(w/v) ammonium sulphate, 100 mM potassium sulfate pH6.0, 0.5%(w/v) casamino acid, 
0.5%(v/v) methanol, 4×10-5%(w/v) biotin, 0.004%(w/v) histidine)  ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ      
30 °C เขยาดวยความเรว็รอบ 200 rpm เตมิ 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 24 ช่ัวโมง  เล้ียงเปนเวลา 1 
สัปดาห  จากนั้นดูดมาวัดกจิกรรมเอนไซม  เพื่อคัดเลือกโคโลนียีสตที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 
 
7. การเลี้ยง P. pastoris ใหผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในปริมาณมาก 
 

นําโคโลนียีสตที่มีการแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุไดมากที่สุดจากขอ 6  
มาเลี้ยงในระบบ shake flask  โดยใชอาหาร BMGH ปริมาตร 20 ml ที่อุณหภูมิ 30 °C เขยาดวย
ความเร็ว 200 rpm เปนเวลาหนึ่งคืน  จากนั้นนํามาเหวีย่งที่ความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปน
เวลา 10 นาที เพื่อแยกเอาเซลลออกมาเลี้ยงในอาหาร BMGH ปริมาตร 150 ml ที่อุณหภูมิ 30 °C 
เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลาหนึ่งคนื  จากนัน้นําไปเหวีย่งดวยความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 
4 °C เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใสทิ้ง  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 150 ml  นําไปเหวี่ยงอีกรอบดวย
ความเร็ว 5000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที เอาเฉพาะเซลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMH ให
ได OD600 เร่ิมตนเทากับ 10  เล้ียงที่อุณหภมูิ 30 °C  เขยาดวยความเรว็ 200 rpm  เติม methanol ให
ไดความเขมขน 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 24 ช่ัวโมง  เพื่อชักนําใหมกีารผลิตเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ  และนําไปวัดกิจกรรมจนกระทั่งกิจกรรมของเอนไซมไมเพิม่ขึ้น  จึงนําเหวี่ยงที่ความเร็ว 
5000 rpm เปนเวลา 10 นาที  เก็บเฉพาะสวนอาหารไววิเคราะหในขั้นตอไป 
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8. การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

8.1 การวัดกิจกรรมของเอนไซมใน culture media  และในการทําบริสุทธ์ิ 
 

การวัดกิจกรรมเอนไซมทําไดโดย ดดูเชื้อมา 300 µl แลวนําไปเหวี่ยงทีค่วามเร็ว  
13000 rpm ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  จากนั้นดูดเอาสวนใสมา 250 µl มาทําปฏิกิริยากับ       
1 mM pNP-Glc  แลวปรับปริมาตรใหได 500 µl ดวย 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 บมที่อุณหภูมิ 
30 °C เปนเวลา 30 นาที  หยดุปฏิกิริยาดวย 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 400 nm ทําชุดควบคุมโดยใชสารปริมาตรตางๆดังที่กลาวมา ยกเวนเอนไซม  แลว
นําไปเปรียบเทียบกับคาในกราฟมาตรฐาน pNP  (ภาพผนวก ก1)    
 

8.2 การหาปริมาณเอนไซมเพื่อใชในการศึกษาทางดานจลนพลศาสตรและปฏิกิริยาการยาย
หมูกลูโคส 
 

ใชเอนไซมปริมาตร 2-8 µl  ทําปฏิกิริยากับ 15 mM pNP-Glc ปรับปริมาตรใหได     
100 µl ดวย 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 5 นาที  หยดุ
ปฏิกิริยาโดย 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 
nm  ทําชุดควบคุมโดยใชสารปริมาตรตางๆดังที่กลาวมา ยกเวนเอนไซม  แลวนําคาการดูดกลืนแสง
ที่ไดเปรียเทยีบกับคาในกราฟมาตรฐาน pNP (ภาพผนวก ก2)  และวาดกราฟปริมาตรเอนไซมที่ใช
ทํากิจกรรมกับ pNP-Glc  กับกิจกรรมของเอนไซม (ภาพผนวกที่  ก3-ก9) 
 
9. การทําบริสุทธ์ิเอนไซม 
 

นําอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ P. pastoris ที่ผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุไปกรอง
โดยใช ultrafiltration ที่มี molecular weight cutoff  30 kDa นําสวนที่ไดจากการกรองไปผาน
คอลัมน phenyl sepharose โดยตองเติม ammonium sulfate ใหไดความเขมขน 1 M กอน  ลาง
คอลัมนดวย 10 mM potassium phosphate, pH 7.0 ที่มี 1 M ammonium sulfate จากนัน้ชะคอลัมน
ดวย 10 mM potassium phosphate, pH 7.0  เก็บสารที่ชะไดเปน fraction ทั้งหมด 10 fraction   
fraction ละ 2 ml  และนําไปวัดกจิกรรมของเอนไซม  แลวรวม fraction ที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูง
เขาดวยกัน  จากนั้นนําไปทาํไดอะไลซิสดวย 10 mM sodium phosphate, pH 8.0 เพื่อเอาเกลือออก  
และปรับ pH จนได pH 8.0  และนําไปผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography (Ni2+ 
column) ลางคอลัมนดวย wash buffer (50 mM sodium phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl) แลวชะ
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คอลัมนดวย elution buffer (50 mM sodium phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl,                           
250 mM imidazole) เก็บสารที่ชะไดเปน fraction โดยเกบ็ fraction ละ 1 ml จากนัน้นาํไปวัด
กิจกรรมของเอนไซม  แลวรวม fraction ที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงเขาดวยกัน  นาํเอนไซมที่ไดไป
ผาน Amicon Ultra Centrifugal Filter ที่มี molecular weight cutoff 30 kDa เพื่อกําจัด imidazole 
ออก  ละลายเอนไซมใน 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ปริมาตร 1 ml  นําเอนไซมที่ไดแตละ
ขั้นตอนการทาํบริสุทธิ์มาหาปริมาณโปรตีนโดยใช Coomassie Plus Protein Assay Reagent Kit 
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA ที่มีความเขมขน 0 - 25 µg/ml (ภาพผนวกที่ ก10) 
 
10. การศึกษาทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ  kcat) ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

นําเอนไซมตางๆที่ผานการทําบริสุทธิ์แลวปริมาณ 0.1 U ซ่ึงหาไดจากวธีิทําขอ 8.2  มา
ทดสอบกับดัลโคชินินกลูโคไซด, ลินามาริน  และ pNP-Glc ที่ความเขมขนตางๆ  แลวเติม 0.1 M 
sodium acetate, pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 50 µl  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 5 นาที   หยุด
ปฏิกิริยาโดยนาํไปตมนาน 5 นาที  แลวทิ้งไวใหเยน็  จากนั้นเติม 2 mg/ml ABTS 50 µl และ 5 U/ml 
glucose oxidase reagent ปริมาตร 100 µl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 15 นาที  ดูด
สารละลายออกมา 180 µl  ใส microplate แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 nm  นํา
คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส (ภาพผนวกที่ ก11) เพื่อ
คํานวณหากจิกรรมของเอนไซม  และหาคา Km  และ Vmax จากโปรแกรม KaleidaGraph โดยใช
สมการของ Michaelis-Menten และคํานวณหาคา  kcat โดยใชสูตร จํานวนโมลทั้งหมดของ
ผลิตภัณฑที่ได/จํานวนโมลของเอนไซม/เวลา (วนิาที) 
 
11. การศึกษาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

นําเอนไซมตางๆที่ไดจากการทําบริสุทธิ์ปริมาณ 0.1 U มาทดสอบปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคสเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และลินามาเรส  
โดยใชแอลกอฮอล (methanol, ethanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, และ    
sec-butanol) เขมขน 0.9 M เปนตัวรับกลูโคส (glucose acceptor)  และ 10 mM pNP-Glc เปนตัวให
กลูโคส (glucose donor)  และปรับปริมาตรใหได 100 µl ดวย 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  
บมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 20 ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยาโดยการตมเปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นนาํไป
วิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโตกราฟบนชั้นบาง (Thin-Layer Chromatography) 
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12. การวิเคราะหตัวอยางโดยเทคนิคโครมาโตกราฟบนชั้นบาง 
 

ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 11  มา 8 µl มาจุดลงบนแผน silica gel 60 F254 aluminium 
sheet ขนาดกวาง 5.5 เซนติเมตร  ยาว 7.2 เซนติเมตร  โดยใหแตละจุดหางกัน 0.6 เซนติเมตร  นําไป
แชในสารละลาย A (ethyl acetate: methanol: น้ํา  16:6:1) เปนระยะทาง 4.25 เซนติเมตร  2 คร้ัง  
เพื่อแยกอัลคิลกลูโคไซดออกจาก pNP-Glc  แลวนํามาแชในสารละลาย P (iso-propanol: ethanol: 
น้ํา  5:1:2) เปนระยะทาง 1.75 เซนติเมตรอีก 2 คร้ัง  เพื่อใหกลูโคสเคลื่อนที่ออกจากจุดเริ่มตน  โดย
ในการจุมแตละครั้งจะตองเปาใหแหง  จากนั้นนําไปจุมใน 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol  แลว
นําไปอบที่อุณหภูมิ 125°C จนปรากฏจุดขึน้บนแผน silica gel  แลวนําไปวัดความเขมของแตละจุด
เปรียบเทียบกบั standard ซ่ึงประกอบดวย glucose, methyl glucoside  และ pNP-Glc ปริมาณ        
20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ  โดยเครื่อง scanning densitometer รุน GS 
800 (Bio-Rad, USA)  โดยใชโปรแกรม Quantity One version 4.2.1 วิเคราะหปริมาณสารจากความ
เขมของจุด 
 
13. เทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล 
 

นําเอนไซมตางๆที่ไดจากการทําบริสุทธิ์มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยเทคนิคอิเลคโตร 
โฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล  โดยใช 7.5% resolving gel  และ 4% stacking gel 
(ตารางที่  3) โดยเติม 10%(w/v) ammonium persulfate  และ TEMED ทีหลัง  สวนตวัอยางเตรยีม
โดยตมเอนไซมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์กับ 1x sample buffer (1%(w/v) SDS, 5%(w/v) glycerol, 
1.25%(v/v) β-mercaptoethanol, 0.0025%(w/v) Coomassie blue G, 1.25 mM Tris, pH 6.8) เปน
เวลา 10 นาที  สวน protein marker ตมนาน 5 นาที  จากนั้นหยอดตวัอยางและ protein marker ลงแต
ละชอง  แลวนาํเจลไปผานกระแสไฟฟา 30 mA ใน 1x running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M 
glycine, 0.1%(w/v) SDS)  นาํเจลที่ไดไปแชใน 50%(v/v) methanol นาน 30 นาที  แลวยอมเจลดวย 
staining solution (0.125%(w/v) Coomassie blue R, 45%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid) 
นาน 2 ช่ัวโมง  จากนั้นแชเจลใน destaining solution (25%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid) 
เปนเวลา 15 นาที  
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ตารางที่ 3  ปริมาณสารที่ใชในการทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล 
 

7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากลั่น                                                  2050 µl น้ํากลั่น                                                  3050 µl 
30% T, 2.67% C polyacrylamide         1650 µl 30% T, 2.67% C polyacrylamide           650 µl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8                        1250 µl 0.5M Tris-HCl pH 6.8                           1250 µl 
10%(w/v) SDS                                          50 µl  10%(w/v) SDS                                          50 µl 
10%(w/v) ammonium persulfate              50 µl  10%(w/v) ammonium persulfate              50 µl  
TEMED                                                    15 µl TEMED                                                   10 µl 
Total                                                         ~ 5 ml Total                                                         ~ 5 ml 
 
14. การทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (Immuno-Western blot) 
 

นําตัวอยางที่ไดจากการทําบริสุทธิ์มาตรวจสอบดวยเทคนิคเวสเทอรอิมมูโนวิเคราะห  โดย
นําเจลที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมลเจลมาแชใน 1x transfer 
buffer (10 mM Tris, 100 mM glycine) นาน 20 นาที  และแช Polyvinylidene Fluoride transfer 
membrane ใน 100% methanol เปนเวลา 5 วินาที และแชตอใน 1x transfer buffer อีก 10 นาที  สวน
กระดาษกรองจํานวน 6 แผนแชใน 1x transfer buffer นาน 5 นาที  นําไป blot ดวยเครือ่ง Trans-
Blot® Semi-Dry (Bio-Rad, USA)  โดยวางเมมเบรนบนกระดาษกรองที่หนา 3 ช้ัน  แลววางเจล 
บนเมมเบรนและวางตอดวยกระดาษกรองอีก 3 ช้ัน ยายโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟา 10 V นาน 30 
นาที   ตอจากนั้นบมเมมเบรนกับ 5% skim milk ที่ละลายใน phosphate buffered saline plus tween, 
pH7.5 (PBST) (80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 0.1% tween 20) เขยาเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง  จากนัน้นําไปลางดวย PBST 2 คร้ัง  และบมกับ mouse monoclonal antibody against 
natural dalcochinase ที่เจือจาง 1/5000 เทาใน PBST เขยาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  นําออกมาลางดวย 
PBST 2 คร้ัง  ตามดวย PBST อีก 15 นาที 1 คร้ัง  และลางตออีก 3 คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที  จากนั้นนํามา
บมดวย horseradish peroxidase-conjugated rabbit polyclonal antibody against mouse 
immunoglobulins ที่เจือจาง 1/5000 เทาใน PBST เขยานาน 1 ช่ัวโมง  นาํออกมาลางดวย PBST 2 
ครั้ง  ตามดวย PBST 15 นาท ี1 คร้ัง  และลางตออีก 3 คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที  ซับเมมเบรนใหพอ 
หมาดๆ  แลวบมกับ ECL plus Western Blotting Detection System นาน 5 นาท ี ซับใหพอหมาดๆ  
หอเมมเบรนดวยพลาสติกใส  แลวนําไปประกบกับฟลมในหองมืดนาน 30 วินาที  และนําฟลมไป
จุมใน developer ตามดวย fixer  และลางดวยน้ํากลั่น 
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15. เทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอนดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมดเจล 
 

นําเอนไซมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยเทคนคิอิเลคโตรโฟรีซิส
แบบนอนดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมลเจล  โดยใช 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel 
(ตารางที่  4)  โดยเติม 10%(w/v) ammonium persulfate  และ TEMED ทีหลัง  สวนตวัอยางเตรยีม
โดยผสมเอนไซมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์กับ 1x sample buffer (10%(w/v) glycerol, 12.5%(w/v) 
bromophenol blue, 1.25 mM Tris, pH 6.8)  จากนัน้หยอดตัวอยางลงแตละชอง  แลวนําเจลไปผาน
กระแสไฟฟา 90 mA ใน 1x running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine)  นําเจลที่ไดไป
ยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside จากนั้นนาํเจลไปสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตเพื่อดูการเรืองแสงของแถบเอนไซมที่มีกจิกรรมของเบตา-กลูโคซิเดส 

 
ตารางที่ 4  ปริมาณสารที่ใชทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอนดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมดเจล 
 

7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากลั่น                                                   2248 µl  น้ํากลั่น                                                   2200 µl  
30% T, 2.67% C polyacrylamide           1250 µl 30% T, 2.67% C polyacrylamide             500 µl  
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8                          1250 µl 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8                          1250 µl  
10%(w/v) ammonium persulfate                50 µl  10%(w/v) ammonium persulfate                50 µl  
TEMED                                                      15 µl TEMED                                                      10 µl 
 0.2 M EDTA, pH 6.9                                 50 µl 
Total                                                       ~4.8 ml Total                                                          ~4 ml 
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ผลและวิจารณ 
 
1. การหาตําแหนงท่ีจะทําการกลายพันธุท่ีตาํแหนงจําเพาะ 
 

จากการเปรยีบเทียบลําดับอะมิโนโดยใชโปรแกรม ClustalW (ภาพที่ 15)  และพจิารณา
โครงสรางจําลองของเอนไซมดัลโคชิเนสที่ไดมาจากโปรแกรม Geno3D (ภาพที่ 16)  เพื่อหา
ตําแหนงอะมิโนที่แตกตางกนั  และมแีขนงขางยื่นเขาไปในชองจับอะไกลโคน (aglycone binding 
pocket)  จึงไดทําการเลือกตําแหนงทีจ่ะกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 4 ตําแหนง  ดังนี ้
 
              182     190       200       210       220       230 
TRglu       177 WITLNEPSIFTANGYAYGMFAPGRCSPSYNPTCTGGDAGTETYLVAHNLILSHAATVQVY 236 
CVLM        193 WMTFNEPSAYVGFAHDDGVFAPGRCSSWVNRQCLAGDSATEPYIVAHNLLLSHAAAVHQY 252 
 
                       240       250       260       270       280       290       
TRglu       237 KRKYQEHQKGTIGISLHVVWVIPLSNSTSDQNATQRYLDFTCGWFMDPLTAGRYPDSMQY 296 
CVLM        253 RKYYQGTQKGKIGITLFTFWYEPLSDSKVDVQAAKTALDFMFGLWMDPMTYGRYPRTMVD 312 
 
                  300       310       320       330       340       350     
TRglu       297 LVGDRLPKFTTDQAKLVKGSFDFIGLNYYTTNYATKSDASTCCPPSYLTDPQVTLL-QQ- 354 
CVLM        313 LAGDKLIGFTDEESQLLRGSYDFVGLQYYTAYYAEPIPPVDPKFRRYKTDSGVNATPYD- 371 
 
                     360       370       380       390   396 400         410 
TRglu       355 RNGVFIGPVTPSGWMCIYPKGLRDLLLYFKEKYNNPLVYITENGIDEKNDAS--LSLEES 412 
CVLM        372 LNGNLIGPQAYSSWFYIFPKGIRHFLNYTKDTYNDPVIYVTENGVDNYNNES--QPIEEA 429 
 

 

ภาพที่ 15  เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางดัลโคชิเนส (TRglu)  และลินามาเรส (CVLM)    
                 ตําแหนงทีแ่รเงาและหนาเปนตาํแหนงทีจ่ะทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
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ภาพที่ 16  โครงสรางเอนไซมดัลโคชิเนส  และตําแหนง M195, H253, N323  และ K402   
                  ในชองจับอะไกลโคนที่จะทําการกลายพันธุ 
 

1)  เมไธโอนนี (methionine) ตําแหนงที่ 195 ของดัลโคชิเนสเปลี่ยนเปนเวลีน (valine) 
(ภาพที่ 17) เรียกวา M195V   การเปลี่ยนเมไธโอนีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีแขนงขางยาวและมีขัว้  
เปนเวลีนที่มแีขนงขางสั้นและไมมีขั้ว  คาดวาจะเปนการลดความเกะกะของแขนงขาง (steric 
hindrance) และเปนการเพิ่มความเปนไฮโดรโฟบิค (hydrophobic) ใหแกบริเวณจับอะไกลโคน  ทํา
ใหเอนไซมสามารถจับกับหมูอะไกลโคนของลินามาริน  และ pNP-Glc ไดดีขึ้น  และสามารถเรง
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (transglucosylation) ไดดกีวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เนื่องจากความ
เกะกะของแขนงขางที่ส้ันลงทําใหแอลกอฮอลสายยาวเขามารับหมูน้ําตาลไดดีขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17  โครงสรางกรดอะมิโนเมไธโอนีน  และเวลีน 

 

M195 
H253 N253 K402 
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2)  ฮิสติดีน (histidine) ตําแหนงที่ 253 ของดัลโคชิเนสเปลี่ยนเปนเฟนลิอะลานีน 
(phenylalanine) (ภาพที่ 18) เรียกวา H253F  การแทนที่ฮิสติดีนดวยเฟนิลอะลานีนเปนการเพิ่มความ
เปนไฮโดรโฟบิคใหแกชองจับอะไกลโคน  ทําใหเอนไซมสามารถจับกับสับสเตรทพวกที่มหีมู    
อะไกลโคนที่เปนพวกไฮโดรโฟบิคไดดี  และจากการศกึษากอนหนานี้พบวา  เมื่อทาํการกลายพันธุ
ตําแหนงที่สอดคลองกันนี้ในลินามาเรส (F269N)  พบวาคา Km คอลินามารินเพิ่มขึ้นถึง 16 เทา  
แสดงวา F269 ในลินามาเรสนาจะมีความสาํคัญในกําหนดความจําเพาะในการจับกับสับสเตรทของ
ลินามาเรส (Keresztessy et. al., 2001)  จึงคาดวาเอนไซมกลายพันธุ H253F นาจะสามารถจับ  และ
สลายลินามารินได  และสามารถเกิดปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดดีเหมือนกับลินามาเรส 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  โครงสรางกรดอะมิโนฮิสติดีน  และเฟนิลอะลานีน 
 

3)  แอสปาราจนี (asparagine) ตําแหนงที่ 323 ของดัลโคชิเนสเปลี่ยนเปนกลูตามีน 
(glutamine) (ภาพที่ 19) เรียกวา N323Q  ซ่ึงตําแหนงนีเ้ปนตําแหนงอนุรักษใน glycosyl hydrolase 
family1 และมีการศึกษาตําแหนงที่สอดคลองกันนี้ในลินามาเรส  คือเปลี่ยนจากกลูตามีนเปนกรด 
กลูตามิก  พบวากิจกรรมในการสลายลินามาริน  และ pNP-Glc ลดลงมาก  เนื่องจากกลูตามีนใน
ตําแหนงนี้มีอันตรกิริยา (interaction) กับกรดอะมิโนตวัอ่ืนๆ  ทําใหกรดกลูตามิกในตําแหนงที่ 413  
และ 198 ซ่ึงทําหนาที่เปน nucleophile  และ acid/base catalyst ตามลําดับ  อยูในตําแหนงที่ถูกตอง  
และทําใหเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได  จึงคาดวาตําแหนงนีน้าจะมคีวามสําคัญเกีย่วของกับการ
รักษาโครงสรางในลินามาเรส (Keresztessy et al., 2001)  ดังนั้นถาทําการเปลี่ยนตําแหนงที่
สอดคลองกันนี้ในดัลโคชิเนสใหเหมือนลินามาเรส  คือเปลี่ยนแอสปาราจีนตําแหนงที่ 323 ใหเปน 
กลูตามีน  คาดวาเอนไซม N323Q นาจะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลายลินามารินได  และเมื่อ
พิจารณาโครงสรางแอสปาราจีนกับกลูตามีนแลว  จะเหน็ไดวาทั้งกลูตามีน  และแอสปาราจีนตางก็
เปนกรดอะมิโนชนิดที่มีขัว้  และกลูตามีนมีแขนงขางที่ยาวกวาจึงนาทีจ่ะเขาถึงลินามาริน  และ         
pNP-Glc ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึน้  และทําใหเอนไซม N323Q สามารถสลาย
ลินามาริน  และ pNP-Glc ได  และสามารถเกิดปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดเหมือนลินามาเรส 
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ภาพที่ 19  โครงสรางกรดอะมิโนแอสปาราจีน  และกลูตามีน  
 

4)  ไลซีน (lysine) ตําแหนงที่ 402 ของดัลโคชิเนสเปลี่ยนเปนไทโรซีน (tyrosine)        
(ภาพที่ 20) เรียกวา K402Y  การเปลี่ยนไลซีนซึ่งเปนกรดอะมิโนประเภทมีขั้วบวก  และมีแขนงขาง
ยาว  ไปเปนไทโรซีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีแขนงขางสั้น  และมีอิเล็คตรอนคูโดดเดี่ยว (lone pair 
electron) เหลืออยู  ซ่ึงนาจะมีสวนรวมในการเขาจับกับสวนอะไกลโคนของสับสเตรท pNP-Glc  
และลินามารินไดดี  และไมไปขดัขวางการเขาจับของเอนไซมกลายพันธุ K402Y กับ pNP-Glc       
ลินามาริน  และแอลกอฮอลชนิดตางๆ  จึงคาดวา K402Y นาจะเรงปฏิกริิยาการสลายสับเสตรท
เหลานี้ไดดี  และเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดดีกวาดลัโคชิเนสธรรมชาติ 
 
 

 
 

 
 
 

ภาพที่ 20  โครงสรางกรดอะมิโนไลซีน  และไทโรซีน 
 

(Lys / K) 
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2. การทําการกลายพันธุเอนไซมท่ีตําแหนงจาํเพาะ   
 

การทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะสามารถทําไดโดยใชเทคนิคพซีีอาร  โดยใช    
พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG เปนตนแบบ  จากนัน้ทําการถายยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู 
E.coli สายพันธุ DH5α  โดยวิธี electroporation และเลี้ยงบนอาหารวุน LB, pH 7.5 ที่มี zeocin 
เขมขน 25 µg/ml บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลาขามคืน  จากนั้นทาํการสุมเลือกโคโลนีมาทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร  เพื่อตรวจหายีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ  โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบมาเพื่อ
ตรวจสอบโดยเฉพาะ  จากนัน้นําผลิตภัณฑที่ไดไปวิเคราะหขนาดดวย 1% agarose gel 
electrophoresis  จากผลการทดลองพบวา M195V โคโลนีที่ 2, 3, 5, 8  และ 9 ไดผลิตภัณฑขนาด
ประมาณ 900 bp (ภาพที่ 21),  H253F โคโลนีที่ 3, 5  และ 8 ไดผลิตภัณฑขนาดประมาณ 1,000 bp 
(ภาพที่ 22),  N323Q โคโลนีที่ 2-5 ไดผลิตภัณฑขนาดประมาณ 1,300 bp (ภาพที่ 23) และ K402Q 
โคโลนีที่ 4 ไดผลิตภัณฑขนาด 1,500 bp (ภาพที่ 24) ซ่ึงมีขนาดใกลเคยีงกับขนาดผลิตภัณฑที่คาด
ไว  คือ 931 bp, 1,105 bp, 1,315 bp  และ 1552 bp ตามลําดับ  แสดงวาโคโลนีเหลานี้นาจะมียนี     
ดัลโคชิเนสกลายพันธุตามทีค่าดไว   
 

 
 

 
 

ภาพที่ 21  1% agarose gel electrophoresis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทาํพีซีอารของพลาสมิดจาก     
                 โคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ M195V โดย               
                 M: 100 bp marker, lane 1: negative control (พลาสมิดที่มียนีดัลโคชิเนสดั้งเดิม),           
                 lane 2-10 M195V โคโลนีที่ 1-9 
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ภาพที่ 22  1% agarose gel electrophoresis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทาํพีซีอารของพลาสมิดจาก 
                 โคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายยีนดลัโคชิเนสกลายพันธ H253F โดย  
                 M: 100 bp marker, lane 1: negative control (พลาสมิดที่มียนีดัลโคชิเนสดั้งเดิม),  
                 lane 2-10: H253F โคโลนีที่ 1-9 
 

 
 
 
 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 23  1% agarose gel electrophoresis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทาํพีซีอารของพลาสมิดจาก  
                 โคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายยีนดลัโคชิเนสกลายพันธ N323Q  โดย              
                 M: 100 bp marker, lane 1: negative control (พลาสมิดที่มียนีดัลโคชิเนสดั้งเดิม),  
                 lane 2-8: N323Q โคโลนีที่ 1-7 
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ภาพที่ 24  1% agarose gel electrophoresis ของผลิตภัณฑที่ไดจากการทาํพีซีอารของพลาสมิดจาก

โคโลนี E. coli (DH5α) ที่ไดรับการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธ K402Y  โดย              
M: 100 bp marker, lane 1: negative control (พลาสมิดที่มียีนดัลโคชิเนสดั้งเดิม),        
lane 2-7: K402Y โคโลนีที่ 1-6 

 
 

ดังนั้นจึงเลือกสกัดพลาสมิดจากโคโลนีที่ 2 ของ M159V, โคโลนีที่ 3 ของ H253F, โคโลนี
ที่ 2 ของ N323Q  และโคโลนีที่ 4 ของ K402Y  ไปทําการตัดดวยเอนไซม EcoRI  เพื่อยืนยนัผลการ
ตรวจหายีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ  ซ่ึงผลการตัดเปนไปตามที่คาดไว  คอืไดผลิตภัณฑขนาด 1.4 kb  
และ 3.8 kb  กอนที่จะสงไปวิเคราะหหาลําดับเบส  เพื่อตรวจสอบผลการกลายพันธุ (ภาพที่ 25-28)  
ผลการหาลําดับเบสทั้งหมดแสดงในภาคผนวกที่ ข-จ  ซ่ึงพบวาลําดับเบสทั้งหมดถูกตอง 
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                     (a)                                                                              (b) 
ภาพที่ 25  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยีนดัลโคชิเนสกลาย

พันธุ M195V (a) ยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่มี ATG ซ่ึงเปนโคดอนของเมไธโอนีน  
และ   (b) ยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ M195V ที่มี GTT ซ่ึงเปนโคดอนของวาลีน  ตําแหนง
ที่วงกลมเปนตาํแหนงที่ทําการกลายพันธุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      (a)                                                                             (b) 
ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยนีรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนีดัลโคชิเนสกลาย 
                 พันธุ H253F (a) ยนีรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่มี CAC ซ่ึงเปนโคดอนของฮิสติดีน  และ           
                 (b) ยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ที่มี TTT ซ่ึงเปนโคดอนของเฟนิลอะลานีน    
                 ตําแหนงทีว่งกลมเปนตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 
 
 
 
 
 



 
     

      46 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
                       (a)                                                                             (b) 
ภาพที่ 27  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยนีรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนีดัลโคชิเนสกลาย 
                 พันธุ N323Q (a) ยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่มี AAC ซ่ึงเปนโคดอนของแอสปาราจีน    
                 และ (b) ยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q ที่มี CAA ซ่ึงเปนโคดอนของกลูตามีน  
                 ตําแหนงทีว่งกลมเปนตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       (a)                                                                             (b) 
ภาพที่ 28  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยนีรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และยนีดลัโคชิเนสกลาย 
                 พันธุ K402Y (a)  ยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่มี AAG ซ่ึงเปนโคดอนของไลซีน  และ           
                 (b) ยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ที่มี TAC ซ่ึงเปนโคดอนของไทโรซีนตําแหนงที ่
                 วงกลมเปนตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 
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3. การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

ทําการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris โดยวิธี electroporation แลวเล้ียงบน
อาหาร YPDS ที่มี zeocin เขมขน 25 µg/ml ที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห  จากนัน้
เลือกโคโลนีเอนไซมกลายพันธุทุกตัว  มาเล้ียงในอาหาร BMGH ปริมาตร 5 ml ที่อุณหภูมิ 30 °C 
เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลาขามคนื  แลวเปลีย่นมาเลี้ยงในอาหาร BMMH ปริมาตร 5 ml ที่
อุณหภูมิ 30 °C เขยาดวยความเร็ว 200 rpm  และเติม 0.5% methanol ทุกๆ 24 ช่ัวโมง  เล้ียงเปนเวลา
ประมาณ 3-4 วัน  จากนั้นนาํไปวัดกิจกรรมของเอนไซมกับ 1 mM pNP-Glc  พบวาโคโลนี 
M195V5  H253F3  N323Q8  และ K402Y1 มีการแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุมาก
ที่สุด (ตารางที่ 5-8) ดังนัน้จึงเลือกโคโลนีเหลานี้มาเลี้ยงในระบบ shake flask เพื่อใหไดเอนไซม  
ดัลโคชิเนสกลายพันธุในปริมาณมากตอไป 
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ตารางที่ 5  โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอ pNP-Glc 
 

ช่ือโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
M195V1 2.104 
M195V2 2.204 
M195V3 2.262 
M195V4 2.198 
M195V5 2.646 
M195V6 2.334 
M195V7 1.828 
M195V8 2.612 
M195V9 0.344 
M195V10 1.852 
M195V11 1.882 
M195V12 2.420 
M195V13 2.538 
M195V14 2.512 
M195V15 2.462 
M195V16 2.480 
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ตารางที่ 6  โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอ pNP-Glc 
 

ช่ือโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
H253F1 1.680 
H253F2 2.270 
H253F3 2.922 
H253F4 2.356 
H253F5 1.936 
H253F6 2.078 
H253F7 2.254 
H253F8 0.194 
 
 
ตารางที่ 7  โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอ pNP-Glc 
 

ช่ือโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
N323Q1 0.507 
N323Q2 1.121 
N323Q3 0.134 
N323Q4 0.789 
N323Q5 0.491 
N323Q6 0.432 
N323Q7 0.522 
N323Q8 1.158 
N323Q9 0.803 
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ตารางที่ 8  โคโลนียีสต P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอ pNP-Glc 
 

ช่ือโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
K402Y1 1.396 
K402Y1 1.237 
K402Y1 1.335 
 
4. การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 

นํา culture media ที่ไดจากการเลี้ยง P. pastoris ไปทําบริสุทธิ์  โดยนําไปผาน 
ultrafiltration ที่มี molecular weight cutoff 30 kDa  คอลัมน phenyl sepharose  คอลัมน Ni2+-ion 
affinity chromatography  และ Amicon Ultra Centrifugal Filter ที่มี molecular weight cutoff 30 
kDa  หลังจากผานการทําบริสุทธิ์ในแตละขั้นตองทําการวัดกจิกรรมของเอนไซมตอ 1 mM        
pNP-Glc  ดังที่ไดอธิบายไวในวิธีการทดลอง  ผลการทําบริสุทธิ์เอนไซมกลายพันธุทุกชนิดสรุปไว
ในตารางที่ 9-12  โดยเอนไซมกลายพันธุ M195V  H253F  N323Q  และ K402Y ที่ผานการทํา
บริสุทธิ์  มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.93, 11.49, 11.80  และ 5.37 เทา ตามลําดับ  และไดผลผลิต
ทั้งหมด 9.42%, 16.78%, 19.20%  และ 20.41% ตามลําดับ  จากนัน้นาํเอนไซมทั้งหมดที่ไดจากการ
ทําบริสุทธิ์ไปวิเคราะหตอดวยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมดเจล  เวส
เทอรนอิมมูโนวิเคราะห  และอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอนดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมดเจล  
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ตารางที่ 9  ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V ตอปริมาตร culture          

1 ลิตร 

Purification step Total 
activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific 
activity 

(unit/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Culture media 101.73 242.45 0.42 1.00 100.00 
Ultrafiltration 95.93 176.60 0.54 1.29 94.29 
Phenyl sepharose 33.41 57.86 0.58 1.38 32.84 
Ni2+-ion 
chromatography 

15.51 23.44 0.66 1.58 15.24 

Amicon filtration 9.58 7.78 1.23 2.93 9.42 
 

ตารางที่ 10  ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ตอปริมาตร culture  
                    1 ลิตร 
 
Purification step Total 

activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific 
activity 

(unit/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Culture media 44.69 396.23 0.11 1.00 100.00 

Ultrafiltration 37.51 239.34 0.16 1.39 83.92 

Phenyl sepharose 18.93 48.74 0.39 3.44 42.35 

Ni2+-ion 
chromatography 

12.39 17.99 0.69 6.11 27.73 

Amicon filtration 7.50 5.79 1.30 11.49 16.78 
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ตารางที่ 11  ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N3213Q ตอปริมาตร culture    
                    1 ลิตร 
 
Purification step 

 
Total 

activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific 
activity 

(unit/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Culture media 42.13 486.79 0.09 1.00 100.00 

Ultrafiltration 41.27 286.16 0.14 1.67 97.97 

Phenyl sepharose 34.23 50.75 0.67 7.79 81.24 

Ni2+-ion 
chromatography 

17.37 32.23 0.54 6.23 41.24 

Amicon filtration 8.09 7.92 1.02 11.80 19.20 
  
 
ตารางที่ 12  ตารางสรุปการทําบริสุทธิ์เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ตอปริมาตร culture  
                    1 ลิตร 
 

Purification step 

 
Total activity 

(unit) 
Total protein 

(mg) 
Specific 
activity 

(unit/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Culture media 36.86 160.38 0.23 1.00 100.00 
Ultrafiltration 49.45 92.45 0.53 2.33 134.16 
Phenyl sepharose 23.81 34.43 0.69 3.01 64.59 
Ni2+-ion 
chromatography 

14.09 12.00 1.17 5.11 38.23 

Amicon filtration 7.53 6.10 1.23 5.37 20.41 
 

จากตารางที่ 9-12  เอนไซมกลายพันธุทุกชนิดที่ผานการทําบริสุทธิ์แลวมีปริมาณมาก
พอที่จะใชในการทดลอง  คือมีปริมาณ 9.58, 7.50, 8.09  และ 7.53 U ตอปริมาตร culture 1 ลิตร 
สําหรับเอนไซม M195V  H253F  N323Q  และ K402Y ตามลําดับ 
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เมื่อพิจารณาเปอรเซ็นผลิตภัณฑที่ได (%yield) จากตาราง 12 ในขั้นหลังผาน ultrafiltration 
พบวามีคามากกวา 100%  คือมีคาเพิ่มขึ้นเปน 134.16%  อาจเนื่องมาจากใน culture media ของ 
K402Y อาจมีตัวยับยั้งทําใหกิจกรรมของเอนไซมต่ํากวาที่ควรจะเปน  หลังทําบริสุทธิ์ผานขั้น 
ultrafiltation แลวพบวาตัวยบัยั้งอาจถูกกรองออกไป  ทําใหกจิกรรมของเอนไซมมีคามากขึ้น  สงผล
ใหปริมาณกิจกรรมทั้งหมด (total activity) มีคาสูงขึ้น 
 

เมื่อพิจารณาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) พบวาปริมาณโปรตีนทั้งหมดของ
เอนไซมกลายพันธุทุกชนิด  ไดแก M195V  H253F  N323Q  และ K402Y  หลังผานการทํา amicon 
filtration (7.78, 5.79, 7.92  และ 6.01 mg ตามลําดับ) มีปริมาณนอยกวาขั้นหลังผานคอลัมน Ni2+-
ion affinity chromatography (23.44, 17.99, 32.23  และ 12.00 mg ตามลําดับ)  ทั้งๆที่ปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดในทั้งสองขัน้นี้ควรเทากัน  เนื่องจากโปรตีนที่ไดผานขัน้ ultrafiltration มากอนแลว
ควรมีขนาดใหญกวา molecular weight cutoff ของ ultrafiltration membrane คือ 30 kDa  ซ่ึงมีขนาด
เทากับ molecular weight cutoff ของ amicon ultra filter เชนกัน  ดังนั้นขั้นกรองโปรตีนผาน 
amicon ultra filter จึงเปนการกําจัด imidazole ออกไปเทานั้น  ฉะนัน้ปริมาณโปรตีนทั้งหมดหลัง
ผาน amicon ultra filter ควรมีคาเทาเดิม  การที่ปริมาณโปรตีนลดลงอาจเนื่องมาจากมีการปนเปอน
ของเอนไซมโปรตีเอสในระหวางขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ทําใหโปรตีนถูกตัดจนมีขนาดเล็กกวา 30 
kDa  และลอดผาน amicon ultra filter ไป  หรืออาจมีการรั่วของโปรตีนในขั้นนี้  หรือโปรตีนอาจ
ติดคางอยูที่เมมเบรนของ amicon ultra filter  ทําใหปริมาณโปรตีนทั้งหมดลดลง  สงผลใหกิจกรรม
ของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดลดลง  และคา specific activity ก็ลดลงดวยเชนกัน 
 

เมื่อพิจารณาคา specific activity ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ในขั้นหลังผานคอลัมน 
Ni2+-ion affinity chromatography พบวามีคาลดลง (ตารางที่ 11)  อาจเนือ่งมาจากในขั้นลางคอลัมน
ดวย wash buffer หลังผานเอนไซมกลายพนัธุ N323Q ลงในคอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography ใชปริมาณ wash buffer ไมเพียงพอทีจ่ะลางโปรตีนอื่นๆที่ไมตองการออก  จึงทํา
ใหโปรตีนที่ไมตองการคางอยูในคอลัมน  เมื่อทําการชะคอลัมนแลว  ทําใหมีโปรตนีอื่นปนออกมา
ดวย  คาโปรตนีทั้งหมดทีห่าไดจึงมีคามากกวาที่ควรจะเปน  หรือกิจกรรมของเอนไซมกลายพันธุ 
N323Q ลดลงมาก  จึงทําใหคากิจกรรมทั้งหมดของเอนไซมลดลง  สงผลใหคา specific activity  
และ purification fold ต่ําตามไปดวย 

 
เมื่อวิเคราะหเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคลิ

ลาไมดเจลเทียบกับดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (H18)  พบวาทั้ง H18  
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และดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดปรากฏแถบโปรตีนที่มีลักษณะเปนปน  และไมคมชัด  ที่มี
ขนาดประมาณ 66 kDa เมื่อเปรียบเทียบกบัดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ปรากฏแถบคมชัด (ภาพที่ 29 (a)) 
ที่เปนเชนนีเ้นือ่งจากการเติมน้ําตาล (glycosylation) ที่แตกตางกันระหวางโปรตีนที่ถูกผลิตมาจาก
ยีสตกับพืช  และมีการรายงานวายีสต P. pastoris สามารถเติมหมูน้ําตาลไดทั้งแบบ N-linked glycan 
และ O-linked glycan  โดยการเติมน้ําตาลแบบ O-linked glycan ไมมีลําดับที่แนนอนจงึมีการเตมิ
น้ําตาลบนสายโปรตีนแตกตางกัน  และยังมีการเติมน้ําตาลแมนโนส (mannose) ที่ปลายสาย N-
linked core (Man8GlcNAc2) มากถึง  50-150 ตัว  จึงทําใหสายโปรตีนที่สรางไดจากยีสตมีน้ําตาล
มากกวาพืช (hyperglycosylation)  และมีการเติมน้ําตาลที่แตกตางกันสําหรับโปรตีนชนิดเดยีวกันที่
ผลิตขึ้นจากยสีต (Cereghino and Cregg, 2000)  ซ่ึงน้ําตาลนี้เองจะไปขัดขวางการจบักันระหวาง 
SDS กับเอนไซม  ทําใหรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดมีประจุลบ
นอยกวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ  จึงเคลื่อนที่ไดชากวาดัลโคชิเนสธรรมชาติทําใหแถบโปรตีนที่
ปรากฏบน SDS-PAGE มีขนาดใหญกวาที่เปนจริง  และมลัีกษณะเปนปน  ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองกอนหนาที่พบวา  ดลัโคชิเนสธรรมชาติมีน้ําตาลนอยกวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (H18)  
คือ 13.6%  และ 16.1% ตามลําดับ (Toonkool et.al., 2006)  และเมื่อนําเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้งหมดไปวิเคราะหโดยเทคนิค 
Western blot พบวาโปรตีนทุกชนิดปรากฏแถบบนฟลม  แสดงวาเอนไซมทุกชนิดเปนเอนไซม    
ดัลโคชิเนส  เนื่องจากสามารถจับกับ mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase ได 
(ภาพที่ 29 (b)) 
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          (a)           (b) 

ภาพที่ 29  การวิเคราะหโปรตีนของเอนไซมแตละชนดิทีผ่านขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ดวยวิธี   
                 Western blot (a) อิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมดเจลซึ่งยอมดวย   
                 Coomassie brilliant blue  และ (b) Western blot ซ่ึงแสดงผลบนแผนฟลม  M: protein   
                 marker (kDa), lane 1: ดัลโคชิเนสธรรมชาติ, Lane 2: รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส,       
                 Lane 3: M195V, Lane 4: H253F, Lane 5: N323Q, Lane 6: K402Y 

 
เมื่อตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนท           

ดัลโคชิเนส (H18)  และเอนไซมกลายพนัธุทุกชนิด  โดยใชเอนไซมอยางละ 0.3 U  แลวยอมดวย    
1 mM 4-methyllumbelliferyl-β-D-glucoside (4 MU-Glc)  พบวาเอนไซมทั้ง 6 ชนิดแสดงกิจกรรม
ตอสับสเตรท 4-MU-Glc ตางกัน (ภาพที่ 30 (a))  และพบวาปริมาณโปรตีนของเอนไซมแตละชนดิ
ไมเทากัน (ภาพที่ 30 (b)) ทั้งๆที่ใชปริมาณเอนไซม 0.3 U เทากันทุกตัว  อาจเปนเพราะกิจกรรมของ
เอนไซมทุกชนิดไมเทากัน  ดังนั้นปริมาณโปรตีนที่ปรากฏจึงตางกัน โดยที่เอนไซม H18 ดู
เหมือนวาจะมปีริมาณโปรตีนมากที่สุด  รองลงมาคือเอนไซมกลายพนัธุ M195V  H253F  และ 
N323Q ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนพอๆกัน  และเอนไซมกลายพันธุ K402Y มีปริมาณโปรตีนนอยที่สุด  
เมื่อพิจารณาจากภาพ 30 (b)  สวนกิจกรรมของเอนไซมตอสับสเตรท 4 MU-Glc เมื่อพิจารณาจาก
ภาพที่ 30 (a)  พบวาเอนไซม H18 แสดงกิจกรรมของเอนไซมตอ 4 MU-Glc สูงสุด  รองลงมาคือ
เอนไซมกลายพันธุ M195V  H253F  และ N323Q ซ่ึงดูวาจะแสดงกิจกรรมตอ 4 MU-Glc พอๆกัน  
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และเอนไซมกลายพันธุ K402Y แสดงกิจกรรมตอ 4 MU-Glc ต่ําที่สุด  จากผลขางตนจึงคาดวา
กิจกรรมของเอนไซมตอ 4 MU-Glc นาจะขึ้นอยูกับปริมาณโปรตีน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
                  (a)                          (b) 

ภาพที่ 30  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแตละชนิดดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอน 
                 ดีแนชเชอริงพอลิอะคริลาไมดเจล (a) ยอมดวย 4 MU-Glc  (b) ยอมดวย Coomassie   
                 brilliant blue Lane: 1ดัลโคชิเนสธรรมชาติ, Lane 2: รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส,  
                 Lane 3: M195V, Lane 4: H253F, Lane 5: N323Q, Lane 6: K402Y 
 
5. การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม 
 

คาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  M195V  H253F  N323Q  
K402Y  และลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc  ดัลโคชินินกลูโคไซด  และลินามาริน  แสดงใน
ตารางที่ 13  และ 14 (กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมแตละชนิดแสดงในภาคผนวก ฉ) 

 

1 2 3 5 4 6 1 2 3 5 4 6 
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ตารางที่ 13  คาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมทุกชนิดในการสลาย pNP-Glc 
 

เอนไซม Km±S.E. (mM) Vmax±S.E. (mU) kcat (s-1) kcat/Km (mM-1.s-1) 
M195V 1.77±0.16 230.62±4.41 36.38 20.54 
H253F 2.69±0.30 235.72±6.57 58.01 21.56 
N323Q 1.84±0.18 227.12±4.30 36.21 19.65 
K402Y 2.61±0.24 250.88±5.25 15.49 5.94 
H18 3.91±0.46 226.80±4.59 237.01 60.46 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 3.92±0.31 215.78±7.15 261.09 66.78 
ลินามาเรส 0.72±0.04 206.55±1.62 131.91 183.20 
หมายเหต ุ S.E. คือ Standard error ที่ไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
 
ตารางที่ 14  คาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมทุกชนิดในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 
 

เอนไซม Km±S.E. (mM) Vmax±S.E. (mU) kcat (s-1) kcat/Km (mM-1.s-1) 
M195V 0.37±0.06 31.35±1.25 4.27 11.54 
H253F 1.51±0.25 32.25±2.14 7.22 4.78 
N323Q 0.94±0.09 31.13±0.96 2.82 3.00 
K402Y 0.27±0.03 14.22±0.26 3.29 12.19 
H18 1.51±0.26 26.36±1.77 34.84 41.98 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 0.83±0.17 33.34±2.14 31.90 21.12 
ลินามาเรส N.D. N.D. N.D. N.D. 
หมายเหต ุ N.D. คือ ไมสามารถหาคาได 
 S.E. คือ Standard error ที่ไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
 

จากตารางที่ 13  และ 14  เมื่อพิจารณาคาทางจลนพลศาสตรพบวาคา Km  และ kcat ของทั้ง
เอนไซม H18  และดัลโคชิเนสธรรมชาติมีคาใกลเคียงกนัตอทั้งสับสเตรทที่เปน pNP-Glc  และ    
ดัลโคชินินกลูโคไซด  โดยทีค่า Km ของ H18 และดัลโคชิเนสธรรมชาติตอ pNP-Glc มีคาเทากับ     
3.91 mM  และ 3.92 mM  ซ่ึงมีคานอยกวาที่เคยรายงานไว  คือ 5.78 mM และ 5.37 mM (Toonkool 
et al., 2006)  ตามลําดับ  และคา Km ของ H18 และดัลโคชิเนสธรรมชาติตอดัลโคชินินกลูโคไซดมี
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คาเทากับ 1.51 mM  และ 0.83 mM ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับที่เคยรายงานไว  คือ 1.48 mM และ 1.68 mM 
ตามลําดับ (Toonkool et al., 2006)  สวนคา kcat ของ H18 และดัลโคชิเนสธรรมชาติตอ pNP-Glc มี
คาเทากับ 237.01 s-1 และ 261.09 s-1  ตามลําดับ  ซ่ึงนอยกวาคา kcat ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอ 
pNP-Glc ที่มีรายงานไว  คือ 307 s-1 (Srisomsap et al., 1996) และคา kcat ของ H18 และดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติตอดัลโคชินินกลูโคไซดมีคาเทากับ 34.84 s-1 และ 31.09 s-1  ตามลําดับ  ซ่ึงมีคานอยกวา
คา kcat ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอดัลโคชินินกลูโคไซดที่เคยมีรายงานไว  คือ 328.05 s-1        
(Svasti et al., 1999)  สวนคา kcat/Km ของ H18  และดัลโคชิเนสธรรมชาติตอ pNP-Glc มีคาใกลเคียง
กัน  คือ 60.46 mM-1.s-1  และ 66.78 mM-1.s-1  และ kcat/Km ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอดัลโคชินิน 
กลูโคไซด (21.12 mM-1.s-1)  นอยกวา kcat/Km ของ H18 ตอดัลโคชินินกลูโคไซด (41.98 mM-1.s-1)  
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวิธีการวัดที่แตกตางกนั  และเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ใชในการทดลอง
เปนคนละชุดกัน  นอกจากนี้ดัลโคชินินกลูโคไซดที่ใชในการทดลองนี้มีความบริสุทธิ์นอยจึงทําให
ปริมาณ ดัลโคชินินกลูโคไซดที่ใชมีความคลาดเคลื่อน  จึงอาจสงผลใหคา kcat ที่ไดคลาดเคลื่อน  ใน
การทดลองนี้จะศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเปรียบเทียบกับ H18  
เนื่องจากเปนรีคอมบิแนนทเอนไซมที่ผลิตในยีสต  ดังนัน้จึงนามกีระบวนการเติมน้าํตาลที่
เหมือนกนั  และไดมาจากการทําบริสุทธิ์ดวยวิธีเดยีวกัน 
 

เมื่อพิจารณาคา Km ของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดตอ pNP-Glc เปรียบเทียบกับ H18  
พบวาคา Km ของเอนไซมกลายพันธุ M195V (1.77 mM)  และเอนไซมกลายพันธุ N323Q (1.84 
mM) มีคา Km ลดลง 2 เทา  และเอนไซมกลายพันธุ H253F (2.69 mM) และเอนไซมกลายพันธุ 
K402Y (2.61 mM) มีคา Km ลดลง 1.5 เทา  แสดงวาเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดสามารถจับกับ
สับสเตรท pNP-Glc ไดดกีวา H18  โดยที่เอนไซมกลายพันธุ M195V  และเอนไซมกลายพันธุ 
N323Q สามารถจับกับสับสเตรท pNP-Glc ไดดีกวาเอนไซมกลายพันธุ H253F  และเอนไซมกลาย
พันธุ K402Y 
 

เมื่อพิจารณาคา Vmax ของเอนไซมทุกชนิดตอ pNP-Glc แลวพบวามีคาใกลเคียงกัน  
เนื่องมาจากปริมาณเอนไซมที่ใชในการปฏิกิริยากับ pNP-Glc เทากัน  คอื 0.1 U  และคา Vmax ไมได
พิจารณาจํานวนโมเลกุลของเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยารวมดวย  ดงันั้นคา Vmax จึงไมสามารถ
บอกความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมได  จึงพิจารณาความสามารถในการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมโดยใชคา kcat แทน  เมื่อเปรียบเทียบคา kcat ของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดตอ pNP-Glc 
เปรียบเทียบกบั H18 พบวาเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดมคีา kcat ลดลง  โดยที่เอนไซมกลายพันธุ 
K402Y มีคา kcat (15.49 s-1) ลดลงมากถึง 16 เทา  สวนคา kcat ของเอนไซมกลายพันธุ M195V  
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(36.38 s-1) และเอนไซมกลายพันธุ N323Q (36.21 s-1) ลดลงประมาณ 7 เทา  และคา kcat ของ
เอนไซมกลายพันธุ H253F (58.01 s-1) ลดลง 4.3 เทา  แสดงวาเมื่อทําการกลายพันธุทีต่ําแหนง
เหลานี้แลวจะทําใหเอนไซมมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไดแยลง  โดยการกลายพันธุที่
ตําแหนง K402 ไดรับผลกระทบมากที่สุด  ช้ีใหเห็นวาตําแหนง K402 นาจะมีความสาํคัญในทํา
หนาที่เรงปฏิกริิยาการสลาย pNP-Glc มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงอื่นๆ  เมื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม  โดยพิจารณาจากคา kcat / Km  พบวาประสิทธิภาพในการ
ทํางานของเอนไซมกลายพนัธุทุกชนิดมีคาลดลง  เมื่อเทียบกับ H18 และดัลโคชิเนสกลายพันธุ  โดย
ที่เอนไซมกลายพันธุ M195V  H253F  และ N323Q มีคา kcat / Km ลดลงประมาณ 3 เทา  และ 
K402Y มีคา kcat / Km ลดลงถึง 11 เทา  แสดงวาเอนไซมกลายพันธุ K402Y มีประสิทธิภาพในการ
สลาย pNP-Glc แยที่สุด 
 

เมื่อพิจารณาคา Km ของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดตอดัลโคชินินกลูโคไซดเปรียบเทยีบกับ 
H18 (1.51 mM)  พบวาคา Km ของเอนไซมกลายพันธุ M195V  N323Q  และ K402Y ลดลง  แสดง
วาเอนไซมกลายพันธุทั้ง 3 ชนิด มีความสามารถจับกับดลัโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  โดยที่คา Km 
ของเอนไซมกลายพันธุ M195V (0.37 mM) และเอนไซมกลายพันธุ K402Y (0.27 mM) ลดลงมาก
พอๆกัน  คือ 4 เทา  และ 5.6 เทา ตามลําดับ  การที่เอนไซมกลายพันธุ M195V สามารถจับกับ       
ดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึน้  อาจเนื่องมาการแทนที่เมโธโอนีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีแขนงขางที่
ยาวกวาและมขีั้ว  ดวยวาลีนซึ่งมีแขนงขางที่ส้ันกวาและไมมีขั้ว  จึงไมไปขัดขวางการเขาจับกัน
ระหวางเอนไซมกับสับสเตรทดัลโคชินินกลูโคไซด  ซ่ึงมีหมูอะไกลโคนที่มีขนาดคอนขางใหญ  
และมีความเปนไฮโดรโฟบคิสูง  ทําใหเอนไซมกลายพนัธุ M195V สามารถจับกับดลัโคชินิน       
กลูโคไซดไดแนนขึ้น  และการที่เอนไซมกลายพันธุ K402Y สามารถจับกับดัลโคชินินกลูโคไซดได
แนนมากขึ้น  อาจเนื่องมาจากการแทนทีไ่ลซีนดวยไทโรซีน  ซ่ึงไทโรซีนมีแขนงขางที่ส้ันกวาจึงไม
ไปขัดขวางการเขาจับกันของเอนไซมกับดลัโคชินินกลูโคไซด  และการที่ไทโรซีนมีอิเล็คตรอนคู
โดดเดีย่วเหลืออยูคาดวานาจะมีสวนในการเขาจับกับสวนอะไกลโคนของดัลโคชินินกลูโคไซดไดดี
ขึ้น    คา Km ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q (0.94 mM) ตอดัลโคชินินกลูโคไซดต่ํากวา H18 1.6 
เทา  เนื่องจากการแทนทีแ่อสปาราจีนดวยกลูตามีนซึ่งตางก็เปนกรดอะมิโนที่มีขั้ว  แตกลูตามีนมี
แขนงขางที่ยาวกวาจึงนาทีจ่ะเขาถึงดัลโคชินินกลูโคไซดไดดกีวา  สวนคา Km ของเอนไซมกลาย
พันธุ H253F มีคาใกลเคียงกบั H18  ช้ีใหเห็นวาการแทนที่ฮิสติดีนดวยฟนิลอะลานนีซึ่งเปนการเพิ่ม
ความเปนไฮโดรโฟบิคใหแกบริเวณจับอะไกลโคน  ไมมีผลตอความสามารถของเอนไซมในการจบั
กับดัลโคชินินกลูโคไซด  แสดงวาตําแหนง H253 ไมนาจะมีความสําคญัเกี่ยวของกับการจับกับ    
ดัลโคชินินกลูโคไซด 
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เมื่อพิจารณาคา kcat สําหรับการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของเอนไซมกลายพันธุทั้ง 4 
ชนิด  เปรียบเทียบกับ H18 แลว  พบวาเอนไซมกลายพนัธุทุกชนิดมีคา kcat ต่ําลง  โดยที่เอนไซม
กลายพันธุ M195V (4.27 s-1) มีคา kcat ลดลง 8 เทา  เอนไซมกลายพันธุ H253F (7.22 s-1) มีคา kcat 
ลดลง 5 เทา  เอนไซมกลายพันธุ N323Q (2.82 s-1) มีคา kcat ลดลง 12 เทา  และเอนไซมกลายพันธุ 
K402Y (3.29 s-1)มีคา kcat ลดลง 10 เทา  แสดงวาเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดมีความสามารถในการ
เรงปฏิกิริยาการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดลดลง  โดยการกลายพันธุในตําแหนงที่ N323  และ 
K402 ไดรับผลกระทบคอนขางมาก  ช้ีใหเห็นวาตําแหนง N323  และ K402 นาจะมคีวามสําคัญตอ
การเรงปฏิกิริยาการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  และเมื่อเปรียบเทียบคาประสิทธิภาพในการทํางาน
ของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดเปรียบเทียบกับ H18  พบวาเอนไซมกลายพันธุ H253F  และ
เอนไซมกลายพันธุ N323Q มคีา kcat/ Km ลดลงคอนขางมากคือ  ลดลงประมาณ 7 เทา  และ 11 เทา  
ตามลําดับ  แสดงวาประสิทธภิาพสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของ H253F  และ N323Q ลดลง
คอนขางมาก  เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมกลายพันธุ M195V  และ K402Y ที่มีคา kcat / Km ลดลง
เพียง 3 เทา  ที่เปนเชนนี้เพราะคา Km ของเอนไซมกลายพนัธุ H253F  และเอนไซมกลายพันธุ 
N323Q ตอดัลโคชินินกลูโคไซดคอนขางสูง  เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมกลายพันธุ M195V  และ
เอนไซมกลายพันธุ K402 Y จึงทําใหคา kcat/Km ต่ํา 
 

สําหรับคา Km  kcat  และ kcat / Km ของลินามาเรสตอลินามารินที่หาไดมคีา 2.28 mM,    40.91 
s-1  และ 17.94 mM-1.s-1 ตามลําดับ  ซ่ึงมีคามากกวาที่ไดมกีารรายงานมากอนหนานี้  คอื    1.05 mM, 
0.026 s-1  และ 0.025 mM-1.s-1 ตามลําดับ (Keresztessy et al., 2001)  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวิธีทีใ่ชใน
การทดลองแตกตางกัน  และความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ใชตางกัน  สวนคา Km, kcat  และ kcat/Km 
ของเอนไซม H18  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดตอลินามารินไม
สามารถหาได  เนื่องจากเอนไซมเหลานี้ยอยสลายลินามารินไดนอย  อาจเนื่องมาจากลินามารินมีหมู
แทนที่ 3 หมู ที่ตอกับคารบอนอะตอมที่สรางพันธะเบตา-กลูโคซิดิคกบัน้ําตาลกลูโคส  ซ่ึงจะไป
ขัดขวางการเขาจับกับสวนจบัอะไกลโคนของเอนไซมเหลานี้  จึงทําใหเอนไซมไมสามารถยอย
สลายลินามารินได  สวนการที่ลินามาเรสไมสามารถยอยดัลโคชินินกลูโคไซดได  อาจเนื่องมาจาก
สวนอะไกลโคนของดัลโคชินินกลูโคไซดมีขนาดใหญเกินกวาที่จะเขาจับกับสวนจบัอะไกลโคน
ของลินามาเรสได 

 
เพื่อใหเกิดความแมนยําของผลการทดลองผูทดลองจึงเลือกใชคาทางจลนพลศาสตรจาก

กราฟ Michaelis-Menten ที่มีคา R2 (non-linear regression) มากกวา 0.99 ขึ้นไป  และสับเสตรท   
ดัลโคชินินกลูโคไซดที่ใชในการทดลองนี้มีความบริสุทธิ์นอย  จึงสงผลตอคา Km kcat  และ kcat/Km 
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ตอการสลายดลัโคชินินกลูโคไซดคลาดเคลื่อนไป  นอกจากนี้ความบริสุทธิ์ของเอนไซมยังสงผลตอ
คาทางจลนพลศาสตรอีกดวย 
 
6. การศึกษาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (trasglucosylation) 
 

การศึกษาปฏิกริิยาการยายหมูกลูโคสทําโดยนําเอนไซมกลายพันธุทั้งหมดที่ผานการทํา
บริสุทธิ์แลว  มาทําปฏิกิริยาแอลกอฮอลชนิดตางๆ (methanol, ethanol, n-propanol, iso-propanol,  
n-butanol, iso-butanol, sec-butanol  และ tert-butanol) เขมขน 0.9 M  และ 10 mM pNP-Glc  และ
ปรับปริมาตรใหได 100 µl ดวย 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 
20 ช่ัวโมง  เหตุผลที่เลือกใชแอลกอฮอลที่ความเขมขน 0.9 M  เพราะมกีารศึกษามากอนหนานีว้าที่
ความเขมขนของแอลกอฮอลสูงๆ ความสามารถในการละลายของ n-butanol, iso-butanol  และ  
sec-butanol จะลดลง (เพ็ญพร, 2549)  และเหตุทีเ่ลือกใชเวลาในการบม 20 ช่ัวโมง  เนื่องมาจาก
การศึกษากอนหนานีว้าปริมาณ alkyl glucoside ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสจะ
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ภายใน 24 ช่ัวโมง  และจะลดลงพรอมๆกับการเพิ่มขึ้นของกลูโคสหลังผาน 24 
ช่ัวโมงไปแลว  ทั้งนี้เนื่องจากเกิดการสลาย alkyl glucoside  เมื่อความเขมขนของ alkyl glycoside 
สูงขึ้น (Svasti et al., 2003)  ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการทําปฏิกิริยาที่ 20 ช่ัวโมง  ซ่ึงผลการทดลอง
จะแสดงในรูปของ %alky glucoside ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (Svasti et al, 2003) 
ซ่ึงแสดงไวในตารางที่ 15  และภาพ TLC แสดงในภาคผนวก ช 
 
 



 
     

      62 
 
ตารางที่ 15  ปริมาณ %alkyl glucoside ที่เกดิขึ้นในปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
 

Primary alcohol Secondary alcohol Tertiary 
alcohol 

เอนไซม 

MeOH EtOH n-prop n-but iso-but iso-prop sec-but tert-but 
M195V 24.05 46.08 68.02 90.00 71.36 3.26 9.67 0.00 
H253F 29.25 44.04 65.90 87.36 75.10 6.29 10.26 0.00 
N323Q 29.05 42.53 69.31 88.27 74.30 5.90 12.15 0.00 
K402Y 24.91 40.14 64.93 89.37 74.15 5.58 13.44 0.00 
H18 22.41 42.14 67.58 79.43 70.52 3.89 11.90 0.00 
ดัลโคชิเนส 24.47 38.30 66.41 83.38 68.58 4.37 12.31 0.00 
ลินามาเรส 51.86 51.33 72.65 71.17 73.56 60.11 65.15 34.84 
MeOH = methanol, EtOH = ethanol, n-prop = n-propanol, n-but = n-butanol,                             
iso-but = iso-butanol, iso-prop = iso-propanol, sec-but = sec-butanol, tert-but = tert-butanol 
 

จากตารางที่ 15  พบวา %alkyl glucoside ทีเ่กิดขึ้น  โดยใชแอลกอฮอลตางๆเปนตัวรับ
น้ําตาลของ H18  และดัลโคชิเนสธรรมชาติมีคาใกลเคียงกัน  ซ่ึงในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การยายหมูน้ําตาลจะใชคาเฉลี่ยของเอนไซม 2 ชนิดนี้ในการเปรียบเทยีบ  ซ่ึงจะพบวา H18  และ  
ดัลโคชิเนสสามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับน้ําตาลไดดี  และใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปน
ตวัรับน้ําตาลไดบาง  แตไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภมูิเปนตัวรับน้ําตาลไดเลย  ซ่ึงสอดคลองกับ
ที่มีรายงานไวกอนหนานี้ (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)  และลินามาเรสสามารถเรงการยาย
หมูน้ําตาลไปใหแอลกอฮอลปฐมภูม ิ ทุติยภูมิ  และตติยภูมิ  ไดดีทั้ง 3 ตัว  เหตุที่ลินามาเรสสามารถ
ยายหมูน้ําตาลไปใหแอลกอฮอลตติยภูมิได  ในขณะทีด่ลัโคชิเนสไมสามารถยายได  เนื่องมาจาก
โครงสรางลินามารินซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติของลินามาเรส  มีหมูแทนที่ 3 หมูตรงคารบอนที่
ตอกับพันธะเบตา-ไกลโคซิดิค  ซ่ึงทําใหตาํแหนงจับอะไกลโคนสามารถรองรับโครงสรางคารบอน
ที่มีหมูแทนที่ 3 หมูที่ตอกับพันธะเบตา-ไกลโคซิดิค  เชนในโครงสราง tert-butyl glucoside (Svasti 
et.al., 2003) 
 

เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิด  กับ H18  และ   
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  โดยดจูากเปอรเซ็นของ alkyl glucoside ที่เกิดขึน้  พบวาเอนไซมกลายพันธุ 
M195V สามารถยายหมูน้ําตาลไปใหแอลกอฮอลปฐมิชนิด n-butanol ไดดี  เนื่องจากการเปลี่ยน
เมไธโอนีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีแขนงขางยาวและมีขั้ว  เปนเวลีนที่มแีขนงขางสั้นและไมมีขั้ว  
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เปนการลดความเกะกะของแขนงขาง (steric hindrance)  และเปนการเพิ่มความเปนไฮโดรโฟบิค
ใหแกบริเวณจบัอะไกลโคน จึงสามารถจับกับ n-butanol ไดดีขึ้น  และไมไปขัดขวาง n-butanol ที่
เขามารับน้ําตาล  ดังนั้นจึงเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส (transglucosylation) ไดดีกวาดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ   
 

เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมกลายพันธุ H253F  และเอนไซมกลาย
พันธุ N323Q มีความคลายคลึงกัน  คือสามารถยายหมูน้ําตาลจาก pNP-Glc ไปใหแอลกอฮอล    
ปฐมภูมิ  คือ methanol, n-butanol และ iso-butanol  และแอลกอฮอลทุติยภูมิ  คือ iso-propanol ได
ดีกวา H18  และดัลโคชิเนสธรรมชาติ  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการแทนทีฮิ่สติดีนดวยฟนิลอะลานีน  
เปนการชวยเพิม่ความเปนไฮโดรโฟบิคใหแกบริเวณจับอะไกลโคน  สงผลให H253F สามารถจับ
กับแอลกอฮอลชนิดปฐมภูม ิ และทุติยภูมบิางชนิดไดดขีึ้น  และการแทนที่แอสปาราจีนดวย      
กลูตามีนซึ่งทั้งคูมีประจุเหมอืนกัน  แตกลูตามีนมีแขนงขางที่ยาวกวา  จึงนาจะเขาถึงแอลกอฮอล
ชนิดปฐมภูมิ  และทุติยภูมิบางตัวไดดีขึ้น  นอกจากการพจิารณาหมูอะมิโนที่เปลี่ยนไปแลว  เรายัง
ตองพิจารณาตาํแหนงที่ทําการกลายพันธุในบริเวณจับอะไกลโคนอีกดวย  ซ่ึงจากการพิจารณา
ตําแหนงกลายพันธุ H253F  และ N323Q ในบริเวณจับอะไกลโคนของแบบจําลองของดัลโคชิเนส
แลว  พบวาทั้งสองตําแหนงอยูในบริเวณทีใ่กลกัน  ดังนัน้ผลการกลายพันธุของทั้งสองตําแหนงนี้จงึ
มีแนวโนมคลายคลึงกัน  คือ มีความสามารถในการยายหมูน้ําตาลไปใหแอลกอฮลปฐมภูมิ  และ   
ทุติยภูมไิดดีเพยีงบางตัวเทานัน้  ทั้งๆที่นาจะเกดิไดดีกับทกุตัว  อาจเนื่องมาจากการกลายพันธุที่
บริเวณนี้ไมเหมาะที่จะจับกบัแอลกอออลปฐมภูมิชนดิ ethanol, n-propanol  และแอลกอออล     
ทุติยภูมิชนิด sec-butanol 
 

สําหรับเอนไซมกลายพันธุ K402Y จะพบวาสามารถยายหมูน้ําตาลจาก pNP-Glc ไปให
แอลกอฮอลปฐมภูมิชนดิ n-butanol  และ iso-butanol  และแอลกอฮอลทุตยภูมิชนดิ iso-propanol 
ไดดีกวา H18  และดัลโคชิเนสธรรมชาติ  ทั้งนี้เนื่องมาจากการแทนทีไ่ลซีนดวยไทโรซีน  ซ่ึงมี
แขนงขางที่ส้ันลง  และมีอิเล็คตรอนคูโดดเดี่ยวเหลืออยู  จึงไมไปขัดขวางการเขาจับกันระหวาง
เอนไซมกลายพันธุ K402Y กับแอลกอฮอล  และมีสวนชวยในการจับกับแอลกอฮอล  ทําให
เอนไซมกลายพันธุ K402Y สามารถจับกับแอลกอฮอลไดดีขึ้น  แตเมื่อพิจารณาตําแหนงกลายพนัธุ
ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y จากโครงสรางของดัลโคชิเนสธรรมชาติแลว  พบวาตําแหนงกลาย
พันธุ K402Y อยูไกลออกไปจากบริเวณจบัอะไกลโคน  ดังนั้นการกลายพันธุที่ตําแหนงนีจ้ึงนาจะมี
ผลกับเฉพาะแอลกอฮอลชนิดที่มีสายยาวเทานั้น 
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สําหรับแอลกอฮอลตติยภูมิ  พบวาเอนไซมกลายพันธุทกุชนิดยังคงไมสามารถใช
แอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับน้ําตาลไดเหมือนกับ H18  และดัลโคชิเนส  อาจเนื่องมาจากการกลาย
พันธุที่ตําแหนงเดียวไมเพยีงพอที่จะทําใหโครงสรางของบริเวณจับอะไกลโคนเปลี่ยนแปลงจน
สามารถรองรับโครงสรางแอลกอฮอลตติยภูมิ  ซ่ึงมีโครงสรางคลายกับลินามาริน  ที่มีหมูแทนที่ 3 
หมูที่คารบอนอะตอมที่ตอกบัพันธะเบตา-กลูโคซิดิก 
 

จากผลการทดลองขางตนพบวาการกลายพันธุที่ตําแหนงเดียวไมเพยีงพอที่จะทําให
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสเกิดไดดีกับแอลกอฮอลทุกตัว  ดังนัน้จึงควรทําการกลายพันธุมากกวา
หนึ่งตําแหนงเพื่อใหไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทีส่ามารถใชแอลกอฮอลสายยาวเปนตวัรับ
น้ําตาลได  ในการทดลองนี้เลือกใชผลการทดลองที่มีคา R2 (linear regression) ของสารมาตรฐาน
มากกวา 0.9 ขึ้นไป  เพื่อลดความคลาดเคลื่อนที่อาจเกดิขึ้นจากการทดลอง   

   
 
 

 
 
  
 
 
 

 

 

 

 



 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

การทดลองนี้ไดทําการหาตําแหนงกรดอะมิโนในที่คาดวามีความสําคญัตอการจับกบั
สับสเตรทในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  โดยการแทนที่กรดอะมโินของ        
ดัลโคชิเนสดวยกรดอะมิโนของลินามาเรสในตําแหนงที่สอดคลองกัน  ซ่ึงตําแหนงเหลานี้เปน
ตําแหนงที่มีความแตกตางกนัของกรดอะมิโนระหวางดลัโคชิเนส  และลินามาเรส  และมีแขนงขาง
ยื่นเขาไปในชองจับอะไกลโคน  จึงไดเลือกทําการกลายพันธุทั้งหมด 4 ตําแหนง  ไดแก M195V  
H253F  N323Q  และ K402Y  โดยวิธีพีซีอาร  ซ่ึงคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดจะมี
ความสามารถในการจับกับสับเสตรท  และความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสลายดัลโคชินิน 
กลูโคไซดลดลง  และมีคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาคลายกับลินนามาเรสมากขึ้น  ทั้งทางดาน
ความสามารถในการเรงปฏกิิริยาการสลายลินามาริน  และการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
 

เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุถูกผลิตใน P. pastoris โดยใช 0.5% (v/v) methanol เปนตัว
เหนีย่วนําใหมกีารแสดงออกของยีน  และเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดจะถูกทําบรสุิทธิ์  และ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมดเจล  พบวา
เอนไซมกลายพันธุทุกชนิดปรากฏแถบที่มีลักษณะเปนปนขนาดประมาณ 66 kDa  ทั้งนี้เนื่องมาจาก
ในยีสตจะมีการเติมน้ําตาลบนโปรตีนมากกวาในพืช  และคิดวาเอนไซมกลายพันธุทีถู่กทําบริสุทธิ์มี
ความบริสุทธพอที่จะนําไปใชวิเคราะหในขั้นตอไป  จากการทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะหพบวา
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกตัวสามารถจับกับ mouse monoclonal antibody against natural 
dalcochinase และสามารถถูกตรวจสอบไดโดย horseradish peroxidase-conjugated rabbit 
polyclonal antibody against mouse immunoglobulins  ซ่ึงเปนการยนืยนัวาเอนไซมกลายพันธุทุก
ชนิดเปนเอนไซมดัลโคชิเนสจริง  และจากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมกลายพันธุทุกชนิด
เปรียบเทียบกบัดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (H18)  ตอสับสเตรท              
4 MU-Glc โดยใชเอนไซมอยางละ 0.3 U เทากันทุกตวั  พบวากจิกรรมของเอนไซมแปรผันตาม
ปริมาณโปรตีนที่ปรากฏบนแผนเจลที่ยอมดวย Coomasie brilliant blue   
  

 การศึกษาการเปรียบเทียบคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดจะใช
เอนไซม H18 ในการเปรยีบเทียบ  เนื่องจากเปนรีคอมบแินนทเอนไซมที่ถูกผลิต  และผานการทํา
บริสุทธิ์ดวยวธีิเดียวกัน  พบวาคา Km ของเอนไซมกลายพันธุ M195V  N323Q  และ K402Y ตอ   
ดัลโคชินินกลูโคไซดมีคาลดลง  แสดงวาเอนไซมกลายพนัธุทั้ง 3 ชนิดนี้มีความสามารถในการจับ
กับดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  สวนคา Km ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอดัลโคชินิน          
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กลูโคไซดไมเปลี่ยนแปลงเมือ่เปรียบเทียบกับ H18  แสดงวาความสามารถในการจับกับ                 
ดัลโคชินินกลูโคไซดของเอนไซมกลายพนัธุ H253F คลายกับ H18  จากการทดลองชีใ้หเห็นวา
ตําแหนง M195  N323  และ K402 นาจะมคีวามสําคัญเกีย่วของการจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด  
สวนตําแหนง H253 ไมนาจะเกีย่วของกับการจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด  และคา Km ของเอนไซม
กลายพันธุทั้งหมดตอ pNP-Glc มีคาลดลง  แสดงใหเห็นวาตําแหนง M195 H253  N323  และ K402 
มีความสําคัญตอการจับกับ pNP-Glc  และจากคา kcat/Km ของเอนไซมกลายพันธุทั้งหมดตอทั้ง      
ดัลโคชินินกลูโคไซด  และ pNP-Glc ลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับเอนไซม H18 ช้ีใหเหน็วา
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมเหลานี้ลดลง  แสดงวาตําแหนง M195  H253  N323  และ 
K402 มีเกี่ยวของกับการเรงปฏิกิริยา  และประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมในการสลาย          
ดัลโคชินินกลูโคไซด  และ      pNP-Glc  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนิดยงัคงไม
สามารถจับ  และยอยสลายลนิามารินได  แสดงวาตําแหนงที่ทํากลายพนัธุอาจเปนตําแหนงทีไ่ม
เกี่ยวของกับการจับกับลินามารินในเอนไซมลินามาเรส  และการกลายพันธุที่ตําแหนงเดียวอาจไม
เพียงพอทีจ่ะทาํใหเอนไซมกลายพันธุสามารถจับ  และเรงปฏิกิริยาการสลายลินามารินได 
 

จากการศึกษาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส  พบวาเอนไซมกลายพันธุ M195V สามารถใช
แอลกอฮอลปฐมภูมิชนดิ n-butanol เปนตวัรับน้ําตาลไดดี  เอนไซมกลายพันธุ H253F  และเอนไซม
กลายพันธุ N323Q สามารถใชแอลกอฮลปฐมภมูิชนดิ methanol, n-butanol และ iso-butanol เปน
ตัวรับน้ําตาลไดดีไดดี  สวนแอลกอฮอลทุติยภูมิเอนไซมกลายพันธุทั้ง 2 ชนิดสามารถใช             
iso-propanol ไดดี  สําหรับเอนไซมกลายพันธุ K402Y สามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิชนิด            
n-butanol  และ iso-butanol เปนตัวรับน้ําตาลไดดี  และใชแอลกอฮอลทุติยภูมิ iso-propanol เปน
ตัวรับน้ําตาลไดดี  แตเอนไซมกลายพันธุทกุชนิดยังไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมติัวรับน้ําตาล
ได  ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาทางจลนพลศาสตรที่วาเอนไซมกลายพันธุทั้ง 4 ตัว  ยังไมสามารถ
เรงปฏิกิริยาการสลายลินามารินซึ่งมีโครงสรางคลายกับแอลกอฮอลทุติยภูมิได  ทั้งนีแ้สดงใหเห็นวา
บริเวณจับอะไกลโคนยังคงไมสามารถรองรับโครงสรางคารบอนที่มีหมูแทนที่ 3 หมูที่ตอกับ
พันธะเบตา-กลูโคซิดิคได 
 

จากการทดลองทั้งหมดสรุปไดวาทกุตําแหนงที่เลือกมาทาํการกลายพันธุในการทดลองนี้มี
ความสาํคัญในการเรงปฏิกริิยาการสลายสับเสตรท  และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส  ซ่ึงจะสังเกตได
จากคาทางจลนพลศาสตร  และการใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และทุตตยิภูมิบางตวัเปนตัวรับน้ําตาลที่
เปลี่ยนไป  แตการกลายพันธุที่ตําแหนงเดยีวไมเพยีงพอทีจ่ะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ทั้งหมดสามารถจับ  และสลายลินามารินได  และสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมเิปนตวัรับน้ําตาล
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ได  ดังนัน้จึงควรทําการกลายพันธุที่หลายๆตําแหนงพรอมๆกัน  เชน ทําการกลายพนัธุทั้ง 4 
ตําแหนงพรอมกัน  ซ่ึงคิดวานาจะทําใหเอนไซมกลายพนัธุสามารถจับ  และเรงปฏิกริิยาการสลาย   
ลินามารินได  และสามารถใชแอลกอฮลปฐมภูมิ  แอลกฮอลทุติยภูมิ  และแอลกอฮอลตติยภูมิทุก
ชนิดเปนตวัรับน้ําตาลไดดีขึน้  และอาจใชผลจากการทํา molecular docking มาอธิบายผลการ
ทดลองเพิ่มเตมิ  เชน การอธิบายผลของกรดอะมิโนตอความสัมพันธในการจับกับสบัเสตรททั้ง   
ดัลโคชินินกลูโคไซด   pNP-Glc  และลินามารินรวมถึงแอลกอฮอลชนิดตางๆที่เขามารับน้ําตาล  
อัลคิลกลูโคไซดที่เปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสดวย  และการพจิารณาคาพลังงาน
ในการจับกับสับสเตรทดัลโคชินินกลูโคไซด  และ pNP-Glc  เพื่ออธิบายความสามารถในการจับกบั
สับสเตรทเหลานี้ของเอนไซมกลายพันธุที่เปลี่ยนแปลงไป  นอกจากนีก้ารศึกษาปฏิกริิยาการยายหมู
น้ําตาลอาจใชสารประกอบ 2-deoxy-2-fluoroglycoside ซ่ึงมีโครงสรางเลียนแบบน้ําตาล  โดยทํา
หนาที่เปนตัวยบัยั้งการทํางานของเอนไซม (inactivation)  โดยจะไปเกดิพันธะโควาเลนทกับ
เอนไซมไดเปน glycosyl-enzyme intermediate และใชแอลกอฮอลชนิดตางๆเปนตัวกระตุนให
เอนไซมกลับมาทํางานเหมอืนเดิมได (reactivation)  ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑเปน alkyl-2-deoxy-2-
fluoroglycoside และวิเคราะหปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ (Hommalai et al., 2005) เปนตน 
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ภาคผนวก ก  
กราฟมาตรฐานและกราฟปริมาณเอนไซม 
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1. กราฟมาตรฐาน pNP  ท่ีใชในการหากิจกรรมเอนไซมใน culture media  และในการทําบริสุทธ์ิ 
 

เตรียมสารละลาย pNP มาตรฐานปริมาณ 0-0.1 micromole ใน 0.1 M sodium acetate, pH 
5.0 ใหไดปริมาตร 500 µl  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  และนําไปวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 400 nm  วาดกราฟระหวางปริมาณ pNP กับคาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการหากิจกรรมเอนไซมใน culture media  และใน 
                            การทําบริสุทธิ์ 
 
 

y = 12.739x
R2 = 0.9842
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2. กราฟมาตรฐาน pNP  ท่ีใชสําหรับหาปริมาณเอนไซมการศึกษาทางดานจลนพลศาสตรและ
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
 

เตรียมสารละลาย pNP มาตรฐานความเขมขน 0-0.1 micromole ใน 0.1 M sodium acetate, 
pH 5.0 ใหไดปริมาตร 100 µl  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  และนาํไปวัดการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 nm  วาดกราฟระหวางปริมาณ pNP กับคาการดูดกลืนแสงที่ 400 
nm 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชสําหรับหาปริมาณเอนไซมการศึกษาทางดาน    
                           จลนพลศาสตรและปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 

y = 7.1773x
R2 = 0.9989
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3. กราฟปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกที่ ก3  กราฟปริมาณเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับ  
                            กิจกรรมเอนไซม 
 
4. กราฟปริมาณเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (H18) ท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม
เอนไซม   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกที่ ก4  กราฟปริมาณเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับ  
                            กิจกรรมเอนไซม 
 
  

y = 0.0125x
R2 = 0.9868
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ปริมาณเอนไซม 1/20 dilution H18 

กิจกรรม (U) 
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5. กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ M195V ท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก5  กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ M195V ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับ 
                            กิจกรรมเอนไซม   
 
6. กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ H235F ท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม   
  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก6  กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ H253F ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม  
                            เอนไซม   
 

กิจกรรม (U) 

ปริมาณเอนไซม 1/10 dilution M195V (µl) 

ปริมาณเอนไซม 1/10 dilution H253F (µl) 

กิจกรรม (U) 

y = 0.0053x
R2 = 0.9701
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7. กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ N323Q ท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ก7  กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ N323Q ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับ 
                            กิจกรรมเอนไซม   
 
8. กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ K402Y ท่ีใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม     
 
  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก8  กราฟปริมาณเอนไซมกลายพันธุ K402Y ที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับ  
                           กิจกรรมเอนไซม   

ปริมาณเอนไซม 1/10 dilution N323Q (µl) 

กิจกรรม (U) 

y = 0.0067x
R2 = 0.9404
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9. กราฟปริมาณเอนไซมลินามารินท่ีใชทําปฏกิิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรมเอนไซม       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก9  กราฟปริมาณเอนไซมลินามาเรสที่ใชทําปฏิกิริยากับ pNP-Glc กับกิจกรรม  
                            เอนไซม   
 

y = 0.0086x
R2 = 0.9799
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ปริมาณเอนไซม 1/10 dilution ลินามาเรส (µl) 
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10. กราฟมาตรฐานโปรตนี 
 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ใหมีความเขมขน 0-25 µg/ml  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 500 µl  และเติม Coomasie Plus Reagent ปริมาตร 1 ml  บมที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที  
จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  
   
 
  
  
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก10  กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเขมขน 0-25 µg/ml 

y = 0.0212x
R2 = 0.9292
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คาการดูดกลืนแสงที่ 595 nm 

ความเขมขนของ bovine serum albumin (µg/ml) 
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11. กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 

เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสใหมีปริมาณ 0-0.06 µmol  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 50 µl  เติม 2 mg/ml ABTS ปริมาตร 50 µl และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 
µl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน  410 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก11  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 

y = 17.746x
R2 = 0.9927
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คาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm 
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 ภาคผนวก ข  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  โดยใชไพรเมอร AOXF1 
 
GTTTTTTTATCGACTTTTTTAACGACAANNCTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTT
CCTTCCATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG
AAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCC
ATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGG
GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCA
ACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGT
ACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTT
GACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCT
CCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCT
CATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAG
GATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCAT 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  
Query:892  ttttaacgacaa--cttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagattt 949 
           ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:17   ttttaacgacaanncttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagattt 76 
                                                                         
Query:950  ccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaac 1009 
           ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:77   ccttccatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaac 136 
                                                                         
Query:1010 actacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagat 1069 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:137  actacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagat 196 
                                                                         
Query:1070 ttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtta 1129 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:197  ttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtta 256 
                                                                         
Query:1130 ttgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgag 1189 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:257  ttgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgag 316 
                                                                         
Query:1190 aaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcca 1249 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:317  aaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcca 376 
                                                                         
Query:1250 ttcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccag 1309 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:377  ttcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccag 436 
                                                                         
Query:1310 tatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaa 1369 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:437  tatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaa 496 
                                                                         
Query:1370 aagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaag 1429 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:497  aagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaag 556 
                                                                         
Query:1430 gatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcct 1489 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:557  gatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcct 616                
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Query:1490 agaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactac 1549 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:617  agaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactac 676 
                                                                         
Query:1550 aacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcat 1609 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:677  aacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcat 736 
                                                                         
Query:1610 tgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgta 1669 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:737  tgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgta 796 
                                                                         
Query:1670 aatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcat 1729 
           |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:797  aatgatttccaagactatgcggatctttgctt-caattatttggagatagggtaaagcat 855 

 
2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
GGAAATTTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATANTGGGATAACTTCAC
CCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAG
GATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGG
GTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGG
CATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAAT
CATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGA
TTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTGTTTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCC
ATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCT
CATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACG
TAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGG
ATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAG
TTTACTACAGATCAA 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  
Query:1291 agcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtata-tgggataact 1349 
           |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 
Sbjct:14   agcatcctcctcgtac-agtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatantgggataact 72 
                                                                         
Query:1350 tcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacc 1409 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:73   tcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacc 132 
                                                                         
Query:1410 aatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttata 1469 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:133  aatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttata 192 
                                                                         
Query:1470 gaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacc 1529 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:193  gaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacc 252 
                                                                         
Query:1530 aaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacac 1589 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:253  aaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacac 312 
                                                                         
Query:1590 catttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggct 1649 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:313  catttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggct 372 
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Query:1650 tcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattat 1709 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:373  tcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattat 432 
                                                                         
Query:1710 ttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatg 1769 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:433  ttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatg 492 
                                                                         
Query:1770 ggtatgcatacggtgtttttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgca 1829 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:493  ggtatgcatacggtgtttttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgca 552 
                                                                         
Query:1830 caggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatg 1889 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:553  caggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatg 612 
                                                                         
Query:1890 cagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggca 1949 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:613  cagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggca 672 
                                                                         
Query:1950 tttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgcta 2009 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:673  tttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgcta 732 
                                                                         
Query:2010 cccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggt 2069 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:733  cccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggt 792 
                                                                        
Query:2070 atccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa 2128 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:793  atccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa 851 

 
3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
AATTTCTTTTTTTGGAGAAGGGTAAGCTTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCA
TACCGGTGTTTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAG
ACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAAC
ATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAA
TGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC
ATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATT
TTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCT
CACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATG
TGCATTTATCCAAAAGGACTTCCAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGA
TAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAAGTCTTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCCTG
GTCATTGTTGGACAACTTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCCCGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACCAC
TTTTAATAGATATCCCCAGCTCCT 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  
Query:1729 ttggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtgtttt 1788 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:28   ttggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtgtttt 87 
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Query:1789 tgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaac 1848 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:88   tgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaac 147 
 
Query:1849 agagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgta 1908 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:148  agagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgta 207 
 
Query:1909 caaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgcacgtagtttg 1968 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:208  caaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgcacgtagtttg 267 
 
Query:1969 ggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatcttgactt 2028 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:268  ggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatcttgactt 327 
 
Query:2029 cacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatagcatgcaata 2088 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:328  cacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatagcatgcaata 387 
 
Query:2089 tctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagttaagggttc 2148 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:388  tctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagttaagggttc 447 
 
Query:2149 atttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagatgcgtc 2208 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:448  atttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagatgcgtc 507 
 
Query:2209 aacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaa 2268 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:508  aacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaa 567 
 
Query:2269 tggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaaggact 2328 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:568  tggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaaggact 627 
 
Query:2329 tcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatcactga 2388 
           || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:628  tccagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatcactga 687 
 
Query:2389 aaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgatagacac 2448 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:688  aaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgatagacac 747 
 
Query:2449 ttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaattaggtc-tg 2507 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| || 
Sbjct:748  ttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaattaagtcttg 807 
 
Query:2508 gcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaac-tttgaatgggctgag 2566 
           ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:808  gcgcaaatgtgaaaggattttttgcctggtcattgttggacaacttttgaatgggctgag 867 
 
Query:2567 ggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagatatccc 2626 
           ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||| 
Sbjct:868  ggttatacatcccgatttggattatattttgtgaactacaccacttttaatagatatccc 927 
 
Query:2627 aagctc 2632 
            ||||| 
Sbjct:928  cagctc 933 
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4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  โดยใชไพรเมอร TRF3  
 
AGGATTATAGGCCAAATTAAGTTAAAGGGGTTCATTTGATTTTATTGGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGC
TACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGC
AATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGC
TTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATC
ACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATAT
GCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTT
ATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTT
CAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCA
ACGATGATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGA
ATTCGCGGCCGCCTGCAGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCG
GCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAAAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGAACATCCTCATCATCATC
ATTGAGTTTGTAGCCTT 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ M195V  
Query:2143 gggttcatttgattttattgg-actaaactattacaccactaactatgctaccaaatcag 2201 
           ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:28   gggttcatttgattttattgggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcag 87 
                                                                         
Query:2202 atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc 2261 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:88   atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc 147 
                                                                         
Query:2262 aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaa 2321 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:148  aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaa 207 
                                                                         
Query:2322 aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca 2381 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:208  aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca 267 
                                                                         
Query:2382 tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga 2441 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:268  tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga 327 
                                                                         
Query:2442 tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta 2501 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:328  tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta 387 
                                                                         
Query:2502 ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg 2561 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:388  ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg 447 
                                                                         
Query:2562 ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat 2621 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:448  ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat 507 
                                                                         
Query:2622 atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta 2681 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:508  atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta 567 
                                                                        
Query:2682 aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa 2741 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:568  aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa 627 
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Query:2742 agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt 2801 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:628  agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt 687 
                                                                         
Query:2802 cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacc 2861 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:688  cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacc 747 
                                                                         
Query:2862 tcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaa 2921 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct:748  tcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcaaaagaggatctgaa 807 
                                                           
Query:2922 tagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttgtagcctt 2967 
           |||||||||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:808  tagcgccgtcgaacatcctcatcatcatcattgagtttgtagcctt 853 
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ภาคผนวก ค  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ใชไพรเมอร AOXF1   
 
CCTTGATTACGACTTTCTACGACAGGNCTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCT
TCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAA
CGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATT
TTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA
TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACC
GAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACC
AAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGAC
CAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCT
GGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCAT
CAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGAT
GAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTG
GAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTT
TGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCCGGAC 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Query:904  cttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttccttcaatttttac 963 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:28   cttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttccttcaatttttac 87 
                                                                       
Query:964  tgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacactacaacagaaga 1023 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:88   tgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacactacaacagaaga 147 
                                                                        
Query:1024 tgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagatttagaaggggattt 1083 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:148  tgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagatttagaaggggattt 207 
                                                                         
Query:1084 cgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattgtttataaatac 1143 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:208  cgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattgtttataaatac 267 
                                                                         
Query:1144 tactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaaagagaggctga 1203 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:268  tactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaaagagaggctga 327 
                                                                         
Query:1204 agctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattcaaccgaagctg 1263 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:328  agctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattcaaccgaagctg 387 
                                                                         
Query:1264 ttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgaggg 1323 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:388  ttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgaggg 447 
                                                                        
Query:1324 cagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatag 1383 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:448  cagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatag 507 
                                                                         
Query:1384 aagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcat 1443 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:508  aagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcat 567 
                                                                        
Query:1444 gaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaac 1503 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:568  gaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaac 627 
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Query:1504 gggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaa 1563 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:628  gggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaa 687 
                                                                         
Query:1564 tgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccaca 1623 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:688  tgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccaca 747 
                                                                         
Query:1624 agccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaaga 1683 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:748  agccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaaga 807 
                                                                         
Query:1684 ctatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaa 1743 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:808  ctatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaa 867 
                                                                        
Query:1744 tgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatg 1803 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:868  tgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatg 927 
                                                        
Query:1804 ttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcagga 1846 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct:928  ttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgccgga 970 
 

2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ใชไพรเมอร TRF1   
 
CGAAATTTTTTGGGGAGCATCCTCCTCGTACCGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATANTCGGATAACTTC
ACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGA
AGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAAC
GGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAAT
GGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAA
ATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTG
GATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCT
CCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTT
CTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGTT
TGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGT
GGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGTCGATTGCCTAA
GTTTACTACAGATCAAGCCCAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCCCTACTATG 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Query:1280 atttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtata 1339 
           |||||| ||  ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:5    attttttggggagcatcctcctcgtacc-gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtata 63 
                                                                         
Query:1340 -tgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgt 1398 
            | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:64   ntcggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgt 123 
                                                                         
Query:1399 tgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaactt 1458 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:124  tgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaactt 183 
                                                                         
Query:1459 ggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg 1518 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:184  ggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg 243 
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Query:1519 aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa 1578 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:244  aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa 303 
                                                                         
Query:1579 tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatga 1638 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:304  tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatga 363 
                                                                         
Query:1639 gtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttg 1698 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:364  gtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttg 423 
                                                                         
Query:1699 cttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatctt 1758 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:424  cttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatctt 483 
                                                                         
Query:1759 caccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaa 1818 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:484  caccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaa 543 
                                                                         
Query:1819 tccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgat 1878 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:544  tccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgat 603 
                                                                         
Query:1879 cctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaagg 1938 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:604  cctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaagg 663 
                                                                         
Query:1939 tacaataggcatttccttgtttgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcaga 1998 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:664  tacaataggcatttccttgtttgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcaga 723 
                                                                         
Query:1999 tcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttac 2058 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:724  tcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttac 783 
                                                                        
Query:2059 agcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttac 2118 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:784  agcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttac 843 
                                                                         
Query:2119 tacagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacac 2178 
           ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:844  tacagatcaagcccaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacac 903 
                  
Query:2179 cacta 2183 
           | ||| 
Sbjct:904  cccta 908 
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3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F ใชไพรเมอร TRFF2   
 
NCCTCTTTTGGAATGGGTAAGCATTGGATTACCTAAATGAGCCATCAATCTTCCCGCGAATGGGTATGCATACGGT
ATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATC
TGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAA
AGGTACAATAGGCATTTCCTTGTTTGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACC
CAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAAT
ATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGG
ACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGAT
CCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTT
ATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAA
TGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTAT
TATCGTCAT 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Query:1724 aagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggt 1783 
           |||||||||||||| ||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:19   aagcattggattac-ctaaatgagccatcaatcttc-ccgcgaatgggtatgcatacggt 76 
                                                                         
Query:1784 atgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgca 1843 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:77   atgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgca 136 
                                                                         
Query:1844 ggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaa 1903 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:137  ggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaa 196 
                                                                         
Query:1904 gtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgtttgta 1963 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:197  gtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgtttgta 256 
                                                                         
Query:1964 gtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatctt 2023 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:257  gtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatctt 316 
                                                                         
Query:2024 gacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatagcatg 2083 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:317  gacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatagcatg 376 
                                                                         
Query:2084 caatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagttaag 2143 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:377  caatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagttaag 436 
                                                                         
Query:2144 ggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagat 2203 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:437  ggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagat 496 
                                                                         
Query:2204 gcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaa 2263 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:497  gcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaa 556 
                                                                         
Query:2264 cgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaa 2323 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:557  cgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaa 616 
                                                                         
Query:2324 ggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatc 2383 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:617  ggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatc 676 
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Query:2384 actgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgata 2443 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:677  actgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgata 736 
                                              
Query:2444 gacacttatagaattgatagttattatcgtcat 2476 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:737  gacacttatagaattgatagttattatcgtcat 769 

 
4. ผลการหาลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ H253F ใชไพรเมอร TRFF3   
 
GGGAGTATAGCCAATTAGTTAAGGGTTCATCTTGATTTTACTTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACC
AAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATG
GGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTA
CTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTA
TCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAA
TTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATAC
ATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAG
TATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGA
TGATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTC
GCGGCCGCCTGCAGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCG
CCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTT
GATTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACCAGAAAGACCGGTCTTGCTAGATTCT
AATCAAGAAGATGTCAAAATGCCATTTGCCTGAAAGAAGCCGGCTTC 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ H253F 
 
Query:2551 ctttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactac 2610 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:433  ctttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactac 492 
                                                                         
Query:2611 tttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatca 2670 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:493  tttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatca 552 
                                                                         
Query:2671 agagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgat 2730 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:553  agagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgat 612 
                                                                         
Query:2731 caaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatc 2790 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:613  caaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatc 672 
                                                                         
Query:2791 actagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctc 2850 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:673  actagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctc 732 
                                                                         
Query:2851 ggatcggtacctcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcagaa 2910 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:733  ggatcggtacctcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcagaa 792 
                                                                         
Query:2911 gaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttgtagccttaga 2970 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   |||||||||||||| 
Sbjct:793  gaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcatttgatttgtagccttaga 852 
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Query:2971 catgactgttcctcagttcaagttgggcacttacgag-aagaccggtcttgctagattct 3029 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||||| 
Sbjct:853  catgactgttcctcagttcaagttgggcacttaccagaaagaccggtcttgctagattct 912 
                                                            
Query:3030 aatcaagaggatgtcagaatgccatttgcctgagagatgcaggcttc 3076 
           |||||||| ||||||| |||||||||||||||| ||| || |||||| 
Sbjct:913  aatcaagaagatgtcaaaatgccatttgcctgaaagaagccggcttc 959 
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ภาคผนวก ง  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 

 



 
 
    97 
 

 
1. ผลการหาลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ N323Q ใชไพรเมอร AOXF1   
 
CCTTTTTCGACTTTTTACGACAAACTCTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTC
AATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAACGG
CACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTC
CAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCT
CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAA
GCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGACCAAGT
ATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAAT
TTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCC
TAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGCTCATCAATG
AGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGAGGATGAGTAC
GGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATA
GGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACA 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Query:888  cgacttttaacgacaa-ct-tgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgag 945 
           |||||||| ||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:8    cgactttttacgacaaactctgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgag 67 
                                                                         
Query:946  atttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagt 1005 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:68   atttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagt 127 
                                                                        
Query:1006 caacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactc 1065 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:128  caacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactc 187 
                                                                         
Query:1066 agatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgg 1125 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:188  agatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgg 247 
                                                                        
Query:1126 gttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctct 1185 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:248  gttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctct 307 
                                                                         
Query:1186 cgagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcc 1245 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:308  cgagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcc 367 
                                                                         
Query:1246 tccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgta 1305 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:368  tccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgta 427 
                                                                         
Query:1306 ccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcc 1365 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:428  ccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcc 487 
                                                                         
Query:1366 agaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataa 1425 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:488  agaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataa 547 
                                                                         
Query:1426 gaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctg 1485 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:548  gaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctg 607 
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Query:1486 gcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgacta 1545 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:608  gcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgacta 667 
                                                                         
Query:1546 ctacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttt 1605 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:668  ctacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttt 727 
                                                                         
Query:1606 tcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgt 1665 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:728  tcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgt 787 
                                                                         
Query:1666 tgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaa 1725 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:788  tgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaa 847 
                                                                         
Query:1726 gcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtat 1785 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:848  gcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtat 907 
                     
Query:1786 gtttgcac 1793 
           |||||||| 
Sbjct:908  gtttgcac 915 

 
2. ผลการหาลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ N323Q ใชไพรเมอร TRF1   
 
AGGAAATTTTGGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCAC
CCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAG
GATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGG
GTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGG
CATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAAT
CATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGA
TTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCC
ATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCT
CATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACG
TAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGG
ATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAG
TTTACTACAGATCAAGCCCAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTTATGGACTACAATATTACACCACTAACTATG
CTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCCTAGTTACCTCCAGAATCCTCAGTC 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Query:1291 agcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataactt 1350 
           |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:15   agcatcctcctcgtac-agtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataactt 73 
                                                                         
Query:1351 cacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacca 1410 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:74   cacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacca 133 
                                                                         
Query:1411 atttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatag 1470 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:134  atttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatag 193 
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Query:1471 aatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacca 1530 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:194  aatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacca 253 
                                                                         
Query:1531 aacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacc 1590 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:254  aacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacc 313 
                                                                         
Query:1591 atttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggctt 1650 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:314  atttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggctt 373 
                                                                         
Query:1651 cttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatt 1710 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:374  cttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatt 433 
                                                                         
Query:1711 tggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgg 1770 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:434  tggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgg 493 
                                                                         
Query:1771 gtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcac 1830 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:494  gtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcac 553 
                                                                         
Query:1831 aggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgc 1890 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:554  aggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgc 613 
                                                                         
Query:1891 agcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcat 1950 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:614  agcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcat 673 
                                                                         
Query:1951 ttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctac 2010 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:674  ttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctac 733 
                                                                         
Query:2011 ccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggta 2070 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:734  ccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggta 793 
                                                                         
Query:2071 tccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagc 2130 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:794  tccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagc 853 
                                                                         
Query:2131 caaattagttaagggttcatttgattttattggactacaatattacaccactaactatgc 2190 
           | ||||||||||||||||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:854  ccaattagttaagggttcatttgatttttatggactacaatattacaccactaactatgc 913 
                                                         
Query:2191 taccaaatcagatgcgtcaacatgctgccca-cctagttacctc 2233 
           ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 
Sbjct:914  taccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccaccctagttacctc 957 
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3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q ใชไพรเมอร TRF2   
 
CTTTTTATCTTTATTTGGGAAATAGGGTAAAGCATTTGGATTACACTAAATCGAGCCATCAATCTTCACCGCGAAT
GGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAG
GAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTA
TCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCA
GATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATC
CAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTC
ATTTGATTTTATTGGACTACAATATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCT
AGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAG
GATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGT
TTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTAT
AGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTT
TTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTA
CCCTACTTTCGATAAAATATC 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Query:1712 ggagatagggtaaagcatt-ggattacactaaat-gagccatcaatcttcaccgcgaatg 1769 
           ||| ||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:18   ggaaatagggtaaagcatttggattacactaaatcgagccatcaatcttcaccgcgaatg 77 
                                                                         
Query:1770 ggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgca 1829 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:78   ggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgca 137 
                                                                         
Query:1830 caggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatg 1889 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:138  caggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatg 197 
                                                                         
Query:1890 cagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggca 1949 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:198  cagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggca 257 
                                                                         
Query:1950 tttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgcta 2009 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:258  tttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgcta 317 
                                                                         
Query:2010 cccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggt 2069 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:318  cccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggt 377 
                                                                         
Query:2070 atccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaag 2129 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:378  atccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaag 437 
                                                                         
Query:2130 ccaaattagttaagggttcatttgattttattggactacaatattacaccactaactatg 2189 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:438  ccaaattagttaagggttcatttgattttattggactacaatattacaccactaactatg 497 
                                                                         
Query:2190 ctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtca 2249 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:498  ctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtca 557 
                                                                         
Query:2250 ctctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgt 2309 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:558  ctctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgt 617                
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Query:2310 gcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatc 2369 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:618  gcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatc 677 
                                                                         
Query:2370 ctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttg 2429 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:678  ctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttg 737 
                                                                         
Query:2430 aggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttc 2489 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:738  aggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttc 797 
                                                                         
Query:2490 gatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggaca 2549 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:798  gatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggaca 857 
                                                                         
Query:2550 actttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacacta 2609 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct:858  actttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacccta 917 
                 
Query:2610 cttt 2613 
           |||| 
Sbjct:918  cttt 921 

 
4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q ใชไพรเมอร TRF3   
 
TGTTAGCAATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTACAATATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGAT
GCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTA
TAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGA
AAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAG
GAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTG
GCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATT
TGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTG
GCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGG
AAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC
TGCAGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTC
TAGAACAAA 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ N323Q 
Query:2142 agggttcatttgattttattggactacaatattacaccactaactatgctaccaaatcag 2201 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:15   agggttcatttgattttattggactacaatattacaccactaactatgctaccaaatcag 74 
                                                                         
Query:2202 atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc 2261 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:75   atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc 134 
                                                                         
Query:2262 aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaa 2321 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:135  aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaa 194 
                                                                         
Query:2322 aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca 2381 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:195  aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca 254 
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Query:2382 tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga 2441 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:255  tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga 314 
                                                                         
Query:2442 tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta 2501 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:315  tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta 374 
                                                                         
Query:2502 ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg 2561 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:375  ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg 434 
                                                                         
Query:2562 ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat 2621 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:435  ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat 494 
                                                                         
Query:2622 atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta 2681 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:495  atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta 554 
                                                                         
Query:2682 aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa 2741 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:555  aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa 614 
                                                                         
Query:2742 agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt 2801 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:615  agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt 674 
                                                                         
Query:2802 cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacc 2861 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:675  cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacc 734 
                                                
Query:2862 tcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaa 2896 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:735  tcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaa 769 
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ภาคผนวก จ  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ใชไพรเมอร AOXF   
 
CCCTTTTTATACGACCTTTTAACGACANGNCTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTT
CCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG
AAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCC
ATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGG
GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCA
ACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGT
ACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTT
GACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCT
CCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCT
CATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAG
GATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTAT
TTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTAT
GTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCACTTGCACAGTGGGGGAGCAGGAACAGAACTTA 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y      

Query:891  cttttaacgacaa--cttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatt 948               
           ||||||||||||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:16   cttttaacgacangncttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatt 75 
                                                                        
Query:949  tccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaa 1008 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:76   tccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaa 135 
                                                                         
Query:1009 cactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcaga 1068 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:136  cactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcaga 195 
                                                                         
Query:1069 tttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtt 1128 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:196  tttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtt 255 
                                                                         
Query:1129 attgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcga 1188 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:256  attgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcga 315 
                                                                         
Query:1189 gaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcc 1248 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:316  gaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcc 375 
                                                                         
Query:1249 attcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtacca 1308 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:376  attcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtacca 435 
                                                                         
Query:1309 gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccaga 1368 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:436  gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccaga 495 
                                                                         
Query:1369 aaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaa 1428 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:496  aaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaa 555 
                                                                         
Query:1429 ggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcc 1488 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:556  ggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcc 615 
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Query:1489 tagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactacta 1548 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:616  tagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactacta 675 
                                                                         
Query:1549 caacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttca 1608 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:676  caacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttca 735 
                                                                         
Query:1609 ttgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgt 1668 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:736  ttgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgt 795 
                                                                         
Query:1669 aaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagca 1728 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:796  aaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagca 855 
                                                                         
Query:1729 ttggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtt 1788 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:856  ttggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtt 915 
                                                                         
Query:1789 tgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaac 1848 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| ||||||  |||||||| 
Sbjct:916  tgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatcc-acttgcaca-gtgggggagcaggaac 973 
                
Query:1849 aga 1851 
           ||| 
Sbjct:974  aga 976 

 
2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ใชไพรเมอร TRF1   
 
GGAAATTTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACCGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACC
CACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGG
ATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGG
TAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGC
ATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATC
ATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGAT
TACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCA
TCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTC
ATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGT
AGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGA
TGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGT
TTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGC
TACCAAATCAGATGCGTCAACATG 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y           

Query:1291 agcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataactt 1350 
           ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:14   agcatcctcctcgtacc-gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataactt 72                 
 
Query:1351 cacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacca 1410 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:73   cacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgacca 132 
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Query:1411 atttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatag 1470 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:133  atttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatag 192 
                                                                         
Query:1471 aatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacca 1530 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:193  aatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaacca 252 
                                                                         
Query:1531 aacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacc 1590 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:253  aacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacc 312 
                                                                         
Query:1591 atttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggctt 1650 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:313  atttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggctt 372 
                                                                         
Query:1651 cttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatt 1710 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:373  cttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatt 432 
                                                                         
Query:1711 tggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgg 1770 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:433  tggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgg 492 
                                                                         
Query:1771 gtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcac 1830 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:493  gtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcac 552 
                                                                         
Query:1831 aggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgc 1890 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:553  aggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgc 612 
                                                                         
Query:1891 agcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcat 1950 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:613  agcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcat 672 
                                                                         
Query:1951 ttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctac 2010 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:673  ttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctac 732 
                                                                         
Query:2011 ccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggta 2070 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:733  ccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggta 792 
                                                                         
Query:2071 tccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagc 2130 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:793  tccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagc 852 
                                                                         
Query:2131 caaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgc 2190 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:853  caaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgc 912 
                                     
Query:2191 taccaaatcagatgcgtcaacatg 2214 
           |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:913  taccaaatcagatgcgtcaacatg 936 
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3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ใชไพรเมอร TRF2   
 
CCTTCTCCTTTTTGGAGAAGGGTAAAGCTTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGC
ATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAG
ACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAAC
ATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAA
TGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC
ATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATT
TTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCT
CACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATG
TGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGTACAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGA
TAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGG
TCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACT
TTGAATAGATATCCCCAAGCTCCTCTGCACATGGT 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y           

Query:1709 tttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaat 1768 
           |||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:11   tttggaga-agggtaaagc-ttggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaat 68 
                                                                         
Query:1769 gggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgc 1828 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:69   gggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgc 128 
                                                                         
Query:1829 acaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcat 1888 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:129  acaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcat 188 
                                                                         
Query:1889 gcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggc 1948 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:189  gcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggc 248 
                                                                         
Query:1949 atttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgct 2008 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:249  atttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgct 308 
                                                                         
Query:2009 acccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaagg 2068 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:309  acccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaagg 368 
                                                                         
Query:2069 tatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa 2128 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:369  tatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa 428 
                                                                         
Query:2129 gccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat 2188 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:429  gccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat 488 
                                                                         
Query:2189 gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc 2248 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:489  gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc 548 
                                                                         
Query:2249 actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg 2308 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:549  actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg 608                



 
 
    108 
 

 
Query:2309 tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaat 2368 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:609  tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaat 668 
                                                                         
Query:2369 cctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagtacaatgatgcatcactatcactt 2428 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:669  cctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagtacaatgatgcatcactatcactt 728 
                                                                         
Query:2429 gaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgtt 2488 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:729  gaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgtt 788 
                                                                         
Query:2489 cgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggac 2548 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:789  cgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggac 848 
                                                                         
Query:2549 aactttgaatgggctgagggttatacatcacga-tttggattatattttgtgaactacac 2607 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:849  aactttgaatgggctgagggttatacatcacgattttggattatattttgtgaactacac 908 
                                
Query:2608 tactttgaatagatatccc 2626 
           ||||||||||||||||||| 
Sbjct:909  tactttgaatagatatccc 927 

 
4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y ใชไพรเมอร TRF3   
 
NCCGTTACAATAGTTAGGGTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGAT
GCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTA
TAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGA
AAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGTACAATGATGCATCACTATCACTTGAG
GAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTG
GCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATT
TGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTG
GCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGG
AAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC
TGCAGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTC
TAGAACAAAAACTCATCTC 
 
Query: ลําดับเบสที่คาดวาจะเปนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y 
Sbjct: ผลการหาลําดับเบสของดัลโคชิเนสกลายพันธุ K402Y           
                                                                         
Query:2147 tcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagatgcg 2206 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:20   tcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcagatgcg 79 
                                                                         
Query:2207 tcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaacgc 2266 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:80   tcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagcaacgc 139 
                                                                         
Query:2267 aatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaagga 2326 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:140  aatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgcatttatccaaaagga 199 
                                                                         
Query:2327 cttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatcact 2386 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:200  cttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttacatcact 259 
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Query:2387 gaaaatggtatagatgagtacaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgatagac 2446 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:260  gaaaatggtatagatgagtacaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttgatagac 319 
                                                                         
Query:2447 acttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaattaggtct 2506 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:320  acttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaattaggtct 379 
                                                                         
Query:2507 ggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatgggctgag 2566 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:380  ggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatgggctgag 439 
                                                                         
Query:2567 ggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagatatccc 2626 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:440  ggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagatatccc 499 
                                                                         
Query:2627 aagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgctaaattg 2686 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:500  aagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgctaaattg 559 
                                                                         
Query:2687 gaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaaagaca 2746 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:560  gaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaaagaca 619 
                                                                         
Query:2747 aaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaattcgcgg 2806 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:620  aaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaattcgcgg 679 
                                                                         
Query:2807 ccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacctcgag 2866 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:680  ccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacctcgag 739 
                                                     
Query:2867 ccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctc 2906 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:740  ccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctc 779 
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ภาคผนวก ฉ  
กราฟ Michaelis-Menten 
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1. กราฟ Michaelis-Menten ของดัลโคชิเนสธรรมชาตติอสับสเตรท pNP-Glc  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ฉ1  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอสับสเตรท pNP-Glc  
                            ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
2. กราฟ Michaelis-Menten ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ2  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตอสับสเตรท pNP-Glc 

ตามสมการของ Michaelis-Menten 

0
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0.1
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0.2

0 10 20 30 40 50

pNP glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00714520.21578m1 
0.460923.9239m2 

NA0.00034931Chisq

NA0.99089R2

pNP Glc (mM) 

pNP glc (mM)

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 10 20 30 40 50

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00458780.2268m1 
0.3133.9091m2 

NA0.00037788Chisq

NA0.9927R2

pNP Glc (mM) 
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3. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ3  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท     

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
4. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ4  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท         
                            pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 5 10 15 20 25 30 35

pNP glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00440580.23062m1 
0.158441.771m2 

NA0.00029554Chisq

NA0.99327R2

pNP Glc (mM) 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 5 10 15 20 25 30 35

pNP glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00657290.23572m1 
0.303122.6912m2 

NA0.00039692Chisq

NA0.99132R2

pNP Glc (mM) 
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5. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ5  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท     

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
6. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ6  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท     

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 5 10 15 20 25 30 35

pNP glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00430270.22712m1 
0.175461.8422m2 

NA0.00017024Chisq

NA0.99567R2

pNP Glc (mM) 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 10 20 30 40 50

pNP glc (mM)pNP Glc (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00524810.25088m1 
0.235242.6065m2 

NA0.00047227Chisq

NA0.99166R2
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7. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามารินตอสับสเตรท pNP-Glc   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ7  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมลินามารินตอสับสเตรท pNP-Glc ตาม 
 สมการของ Michaelis-Menten 
 
8. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรทดัลโคชินนิกลูโคไซด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ8  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท 
                            ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 5 10 15 20 25

pNP glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00162320.20655m1 
0.0375080.72155m2 

NA4.6498e-05Chisq

NA0.99859R2

pNP Glc (mM) 

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00125340.03135m1 
0.0619870.36717m2 

NA9.3668e-06Chisq

NA0.98544R2

Dalcochinin glucoside (mM) 
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9. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรทดัลโคชินนิกลูโคไซด   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ9  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท 
                            ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
10. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรทดัลโคชินนิกลูโคไซด   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ10  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท 
                              ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 
 

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0 1 2 3 4 5 6

Dalcochinin glucoside (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00214430.032254m1 
0.247321.5132m2 

NA7.8158e-06Chisq

NA0.98542R2

0
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0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

0 1 2 3 4 5 6

Dalcochinin glucoside (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.000959360.031129m1 
0.0876150.94414m2 

NA3.2626e-06Chisq

NA0.99441R2
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11. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรทดัลโคชนิินกลูโคไซด   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ11  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท 
                              ดัลโคชินินกลูโคไซดตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
12. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามาเรสตอสับสเตรทลินามาริน   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ12  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสตอสับสเตรทลินามารินตาม 
                              สมการของ Michaelis-Menten 

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0.012

0.014

0 1 2 3 4 5 6

Dalcochinin glucoside (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.000262690.014224m1 
0.0269580.27272m2 

NA8.8904e-07Chisq

NA0.99398R2
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y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

0.00310870.073641m1 
0.259822.2834m2 

NA1.8387e-05Chisq

NA0.99415R2

Linamarin (mM) 
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13. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรทลินามาริน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ13  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ M195V ตอสับสเตรท 
                              ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 
14. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรทลินามาริน   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ14  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ H253F ตอสับสเตรท 
                              ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 

0

0.0005

0.001

0.0015

0.002

0 5 10 15 20 25

Linamarin (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

3.0262e-1275922m1 
2.3522e-169.7627e+08m2 

NA7.2222e-08Chisq

NA0.9686R2
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Linamarin (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

3.3583e+126.4664e+05m1 
3.7515e+167.22e+09m2 

NA5.1699e-07Chisq

NA0.93867R2
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15. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรทลินามารนิ   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ15  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N323Q ตอสับสเตรท 
                              ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
16. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรทลินามาริน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ16  กราฟแสดงคา Km  และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ K402Y ตอสับสเตรท 
                              ลินามารินตามสมการของ Michaelis-Menten 
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Linamarin (mM) 

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

1.6862e-161.3294e+09m1 
1.3905e-201.6114e+13m2 

NA6.1087e-08Chisq

NA0.97632R2
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y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

3.4202e-161.6915e+09m1 
2.927e-201.9755e+13m2 

NA2.0917e-07Chisq

NA0.9691R2

Linamarin (mM) 
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ภาคผนวก ช  
ภาพ TLC 
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1. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M methanol เปนตัวรับน้ําตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช1  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M methanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปน 
                            สารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ    
                            1-7 เปนปฏกิิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพนัธุ H253F    
                            เอนไซมกลายพันธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท                      
                            ดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 
2. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M ethanol เปนตัวรับน้าํตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช2  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M ethanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปนสาร   
                           มาตรฐานทีม่ีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ  1-7   
                           เปนปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพันธุ H253F  เอนไซม  
                           กลายพันธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส            
                           ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose methyl glucoside 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

ethyl glucoside 
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3. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M n-propanol เปนตวัรับน้ําตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช3  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M n-propanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปน 
                            สารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ     
                            1-7 เปนปฏกิิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพนัธุ H253F    
                            เอนไซมกลายพันธุ N323Q เอนไซมกลายพันธุ K402Y รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส    
                            ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 
4. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M n-butanol เปนตัวรับน้ําตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช4  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M n-butanol เปนตวัรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปน  
                            สารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ    
                            1-7 เปนปฏกิิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพนัธุ H253F    
                             เอนไซมกลายพันธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท 
                             ดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

propyl glucoside 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

butyl glucoside 
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5. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M iso-butanol เปนตวัรับน้ําตาล 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช5  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M iso-butanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปน  
                            สารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ    
                            1-7 เปนปฏกิิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพนัธุ H253F   
                            เอนไซมกลายพันธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท               
                            ดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 
6. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M iso-propanol เปนตัวรับน้ําตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช6  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M iso-propanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4   
                            เปนสารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol   
                            ตามลําดับ  1-7 เปนปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพันธุ   
                            H253F  เอนไซมกลายพนัธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท 
                            ดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

iso-butyl glucoside 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

iso-propyl glucoside 
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7. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M sec-butanol เปนตวัรับน้ําตาล 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช7  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M sec-butanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4 เปน 
                            สารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol ตามลําดับ   
                            1-7 เปนปฏกิิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพนัธุ H253F    
                            เอนไซมกลายพันธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท 
                            ดัลโคชิเนส  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 
8. ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M tert-butanol เปนตวัรับน้ําตาล   
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช8  ผลการวิเคราะห TLC เมือ่ใช 0.9 M tert-butanol เปนตัวรับน้ําตาล  โดย S1-S4   
                            เปนสารมาตรฐานที่มีปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol  และ 80 nmol   
                            ตามลําดับ  1-7 เปนปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมกลายพันธุ M195V  เอนไซมกลายพันธุ   
                            H253F  เอนไซมกลายพนัธุ N323Q  เอนไซมกลายพันธุ K402Y  รีคอมบิแนนท  
                            ดัลโคชิเนส  ดลัโคชิเนสธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

sec-butanol glucoside 

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5 6 7 

pNP-Glc 

Methyl glucoside 
glucose 

tert-butyl glucoside 



 
 
    124 
 

 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวอมรรัตน ออนเปยม 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 16 เมษายน 2525 
สถานที่เกิด  เชียงใหม 
ประวัติการศึกษา วท.บ. สาขาเคมี มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน  
สถานที่ทํางานปจจุบัน  
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ   
ทุนการศึกษาที่ไดรับ  

 




